






Identificação de fatores 
genéticos de risco em indivíduos 









DANIELA ELISABETE PINTO FERREIRA DA CUNHA 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO APRESENTADA 
AO INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOMÉDICAS ABEL SALAZAR  
DA UNIVERSIDADE DO PORTO EM 
MEDICINA LEGAL 
  




Identificação de fatores genéticos de risco em indivíduos com 





Dissertação de Candidatura ao grau de Mestre 
em Medicina Legal submetida ao Instituto de 
Ciências Biomédicas de Abel Salazar da 
Universidade do Porto 
 
Orientador: Professora Doutora Maria Berta 
de Jesus Duarte Silva  
Categoria: Professor Associado 
Afiliação: Unidade Multidisciplinar de 
Investigação Biomédica - Instituto de 
Ciências Biomédicas de Abel Salazar – 
Universidade do Porto 
 
Coorientador: Professor Doutor António 
Martins da Silva 
Categoria: Professor Catedrático 
Afiliação: Unidade Multidisciplinar de 
Investigação Biomédica - Instituto de 
Ciências Biomédicas de Abel Salazar – 














“A vocês, eu deixo o sono. 
O sonho, não! 









O meu agradecimento vai para todos que direta, ou indiretamente, contribuíram para a 
elaboração deste trabalho. 
Agradeço ao Coordenador do Mestrado em Medicina Legal, a Professora Doutora Maria 
José Pinto da Costa, pela oportunidade em frequentar este ciclo de estudos e pelo 
incentivo dado. Agradeço também a todos os Professores que lecionaram na minha 
turma e me ajudaram e alargaram os meus horizontes nesta longa caminhada. 
Agradeço aos meus orientadores da Tese, à Professora Doutora Berta Martins, pelos 
conhecimentos que me foi transmitindo e pelo empenho e força que me deu ao longo da 
orientação durante esta enorme caminhada. Ao Professor Doutor António Martins da 
Silva pela disponibilidade e apoio demonstrados para a orientação da parte clínica deste 
trabalho deixo aqui sublinhado o meu muito obrigada. 
Ao Professor Doutor Paulo Pinho e Costa pelo tempo dispensado, correcções e 
sugestões científicas indispensáveis. 
Às Mestres Cláudia Carvalho, Bárbara Leal e Andreia Bettencourt pela orientação prática, 
ensinamentos e sugestões científicas. Agradeço especialmente a imensa paciência, 
apoio e disponibilidade que tiveram comigo. 
Não posso deixar de mencionar, agradecendo, à Mestre Sandra Brás, Engª. Dina Lopes, 
D. Encarnação e Mestre Oriana Marques pela estimulação, apoio, incentivos, simpatia e 
boa disposição que ajudavam a animar os dias de trabalho! 
Agradeço igualmente às restantes ―meninas‖ do laboratório, Daniela Boleixa, Joana 
Ferreira e Cíntia Barreira, por toda a amizade, carinho, boa disposição. Desejo a todas 
muita sorte. 
E à Vera e Inês, amigas incondicionais que me ouviram e com quem conversei sempre 
que precisei de desabafar… 
E, finalmente, aos meus pais, pela compreensão, preocupação, e carinho demonstrado. 
Um agradecimento especial à minha mãe que tanto me ajudou e incentivou e por me ter 











Parte dos resultados observados foram apresentados em formato de: 
 
- Poster 
 Silva M Berta, Lopes J, Carvalho C, Cunha D, Costa PP, Martins da 
Silva A. Predictive power of HLA-DQB1* to identify Narcoleptic 
patients.  
 Martins-da-Silva A, Ramalheira J, Silva L, Cunha D, Brás S, Carvalho 
C. Sleep Disorders Diagnosis by Genetic Assessment.  
No "The 5th World Congress on Sleep Medicine‖  realizado em Valencia, Espanha, 28 
Setembro a 2 Outubro de 2013. 
 
- Comunicação oral  
 
A. Martins da Silva, J. Lopes, J. Ramalheira, C. Carvalho, D. Cunha, P.P. Costa, 
B.M. Silva. How genetic characterization of Narcolepsy and hypersomnia is 
useful on phenotype definition. 





A. Martins da Silva, J. Lopes, J. Ramalheira, C. Carvalho, D. Cunha, P.P. Costa, 
B.M. Silva. How genetic characterization of Narcolepsy and hypersomnia is 
useful on phenotype definition. Rev Neurol (2013) 57(1):38. 
 
- Artigo aceite para publicação na Revista Neurologia: 
A. Martins da Silva, J. Lopes, J. Ramalheira, C. Carvalho, D. Cunha, P.P. Costa, 
B M Silva. Usefulness of Genetic Characterization of Narcolepsy and 













A nossa atividade diária é influenciada pelo ciclo sono-vigília. Alterações neste ciclo 
afetam a saúdem e o bem-estar do indivíduo, bem como a sua qualidade de vida. A sua 
regulação envolve todo o sistema nervoso central, e é determinado por um balanço 
complexo da rede neural. Cerca de 15% da população sofre de alguma Patologia do 
Sono. Estas caracterizam-se por envolver dificuldades relacionadas com os padrões de 
sono e comportamentos anormais associados com o sono. Alguns dos distúrbios 
associados a estas patologias interferem com o normal funcionamento físico, mental e 
emocional. As patologias do sono são doenças complexas e multifatoriais, nas quais 
estão implicados vários genes e fatores ambientais cuja interação pode determinar a 
expressão de diferentes fenótipos. 
A sonolência excessiva diurna é a manifestação mais visível destas patologias no dia-a-
dia dos doentes. Esta caracteriza-se pela dificuldade em manter o estado de vigília, pelo 
que a pessoa adormece se não se mantiver ativamente desperta. A atenção e 
capacidade de concentração são afetadas com consequências negativas no desempenho 
das mais variadas tarefas, nomeadamente na condução de veículos.  
Neste trabalho serão abordadas patologias do sono que causam sonolência excessiva: a 
Hipersónia e a Narcolepsia (com e sem Cataplexia), nas quais se procura identificar 
possíveis implicações médico-legais relacionadas com as alterações de sono. 
Como estas são patologias complexas e multifatoriais procurou-se determinar alguns dos 
fatores subjacentes à sua ocorrência. A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor do 
sistema nervoso central e desempenha um papel essencial de regulação em diversas 
funções cerebrais, que se pensa estar envolvido na regulação do ciclo sono-vigília. 
Recentemente, o sistema TNFα tem sido associado à regulação do comportamento sono-
vigília, sugerindo que este possa estar envolvido no desenvolvimento de sonolência 
diurna e da fadiga. Existem ainda vários estudos sobre os genes do locus HLA e as 
patologias do sono. Alguns destes revelaram uma forte associação entre determinados 
alelos HLA e a Narcolepsia. 
Estudaram-se 124 doentes (68 H; 15 N; 41 NC). A análise genética consistiu na 
identificação por PCR-SSP, dos alelos DRB1* e DQB1* do sistema HLA. A deteção dos 
polimorfismos dos genes, TNFα (-308 G/A) foi realizada por PCR-RFLP, do HTR1B (861 
G/C) por Real Time PCR – TaqMan® e do 5HTR2A (-102 T/C) por RealTime PCR-HRM. 
Os SNPs analisados não apresentam associações significativas com as patologias do 
sono em estudo. Esta associação negativa pode ser devida a uma menor relevância 
x 
 
destes polimorfismos na sua patofisiologia, ou à falta de poder estatístico da análise 
efetuada. 
No entanto, foi possível confirmar na nossa população de doentes, a associação 
conhecida entre os alelos HLA-DQB1*06:02 e HLA-DRB1*15 e a Narcolepsia com e sem 
Cataplexia. Foi ainda observada uma associação entre os alelos HLA-DQB1*02 e HLA-
DRB1*03 para a Hipersónia. Estes alelos são fatores de risco para as respectivas 
patologias.  
Não foi possível encontrar uma associação direta entre os marcadores genéticos 






Our daily life is affected by the sleep-wake cycle. Changes in this cycle have an impact in 
the health and well-being of the individual as well as in their life quality. Its regulation 
involves the entire central nervous system and is determined by a complex balance of the 
neural network. Approximately 15% of the general population has some form of sleep 
disorders. These are characterized by the difficulties involving sleep patterns and 
abnormal behaviours associated with sleep. Some of the disturbances, related with these 
disorders, interfere with the normal wellbeing (physical, mental and emotional) of the 
patient. The sleep disorders are complex and multifactorial diseases, in which are 
involved several genes and environmental factors, whose interaction may determine the 
expression of different phenotypes. 
Excessive daytime sleepiness is the most visible manifestation of these disorders in the 
day-to-day life of the patients. This is characterized by difficulty in maintaining 
wakefulness, so that the person falls asleep if not kept actively aroused. Their attention 
and ability to concentrate are negatively affected with consequences on performance of 
various tasks, including driving a motor vehicle. 
This work will focus on sleep disorders that cause excessive sleepiness: Hypersomnia 
and Narcolepsy (with and without Cataplexy), in which we tried to identify possible 
medico-legal implications related to sleep disturbances. 
As these are complex and multifactorial disorders, we tried to determine some of the 
factors behind their occurrence. Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter in the central 
nervous system and plays an essential role in regulating various brain functions that are 
believed to be involved in the sleep-wake cycle regulation. Recently, the TNF system has 
been linked to the regulation of sleep-wake behaviour, suggesting that this might be 
involved in the development of daytime sleepiness and fatigue. There are also a number 
of studies on HLA genes and sleep disorders. Some of those have revealed a strong 
association between certain HLA alleles and Narcolepsy. 
We studied 124 patients (68 H, 15 N, 41 NC). Genetic analysis involved the identification 
of the HLA system DRB1* and DQB1* alleles by PCR-SSP. The polymorphism detection 
for the -308 G/A of the TNFα gene, the 861 G/C of the HTR1B gene and -102 T/C of the 
5HTR2A gene, was performed by PCR-RFLP, Real Time PCR TaqMan®  and by 
RealTime PCR–HRM, respectively.  
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The SNPs analysed showed negative association with these sleep disorders. This lack of 
association could be due either to a minor interference of these polymorphisms in their 
pathophysiology, or due to the lack of statistical power of the analysis. 
Nevertheless, it was possible to confirm, in our patient population, the known association 
between the HLA-DQB1*06:02 and HLA-DRB1*15 alleles and Narcolepsy (with and 
without Cataplexy). It was also observed an association between the HLA-DQB1*02 and 
HLA-DRB1*03 alleles for Hypersomnia. These alleles are risk factors for the respective 
disorder. 
We were unable to find a direct association between the studied genetic markers and 





Abreviaturas e Símbolos 
 
 
5-HT – 5a-hidroxitriptamina – Serotonina  
5-HTR2A – 5a-hidroxitriptamine 2A 
receptor – recetor da serotonina 2A 
5-HTR1B – 5a-hidroxitriptamine 1B 
receptor – recetor da serotonina 1B 
ddH2O – água bidestilada 
DNA – Desoxyribonucleic Acid – Ácido 
Desoxirribonucleico 
dNTP – desoxinucleótido trifosfato 
EDS – Excessive Daytime Sleepiness – 
Sonolência Diurna Excessiva 
EDTA – EthyleneDiamineTetraacetic 
Acid - ácido etilenodiamino tetra-acético 
GWAS – Genome Wide Association 
Study – estudo de associação do 
genoma 
H2O – água 
H – Hipersónia  
HI – Hipersónia Idiopática 
HR – Hipersónia Recorrente 
HLA – Human Leukocyte Antigen – 
antigénio leucocitário humano 
HSA/CHP – Hospital de Santo 
António/Centro Hospitalar do Porto 
ICSD2 – International Classification of 
Sleep Disorders (2nd editon) – 
Classificação Internacional de Doenças 
do sono (2ª edição) 
LCR – Liquido Cefalorraquidiano 
MgCl2 – Cloreto de Magnésio 
MHC – Major Histocompatibility Complex 
– complexo principal de 
histocompatibilidade  
N – Narcolepsia 
NC – Narcolepsia com Cataplexia 
NaCl – Cloreto de Sódio 
PC – População Controlo 
 
 
PCR – Polimerase Chain Reaction – 
Reação em Cadeia da Polimerase 
PCR-SSP – Polymerase Chain Reaction 
– Sequence Specific Primer – Reação 
em Cadeia da Polimerase 
PS – Patologia do Sono 
p – significância estatística  
RCLB – Red Cell Lysis Buffer – tampão 
de lise dos glóbulos vermelhos  
RFLP – Restriction Fragment Lenght 
Polimorphism - Polimorfismo do 
comprimento de fragmentos de restrição 
SAOS – Síndrome da Apneia Obstrutiva 
do Sono 
SDS – Sodium Dodecyl Sulfate – Dodecil 
sulfato de sódio 
SNC – Sistema Nervoso Central 
SNP – Single Nucleotice Polimorphism – 
polimorfismo de nucleotídeo único 
TAE – Tris-acetate-EDTA 
TE –Tris-EDTA 
TE2–Tris-EDTA 2x 
TNF – Tumor Necrosis Factor – Fator de 
necrose tumoral 
TNFa / TNFα – Tumor Necrosis Factor 
alpha – Fator de necrose tumoral alfa 
Vs – versus 
µg – micrograma 
µL – microlitro 
kDa - kilodalton 
Min. – Minuto 
Mb – mega pares de bases  
mL – mililitro 
nm– nanómetro 






































Índice geral  
Agradecimentos ............................................................................................................. v 
Resumo ........................................................................................................................ ix 
Abstract ........................................................................................................................ xi 
Abreviaturas e Símbolos .............................................................................................. xiii 
Índice .............................................................................................................................. xv 
Índice geral ................................................................................................................. xvii 
Índice de tabelas .......................................................................................................... xix 
Índice de Figuras ......................................................................................................... xxi 
I. Introdução .................................................................................................................. 1 
1. O Sono ................................................................................................................... 3 
1.1. Funções do sono ............................................................................................. 3 
1.2. Estruturas do cérebro envolvidas no sono ....................................................... 4 
1.3. Organização do sono fisiológico ...................................................................... 5 
2. Patologias do Sono ............................................................................................... 12 
2.1. Sonolência Diurna Excessiva......................................................................... 12 
2.2. Hipersónia ..................................................................................................... 13 
2.3. Narcolepsia .................................................................................................... 16 
3. O Sistema Imune e o Sono ................................................................................... 19 
3.1. TNFa ............................................................................................................. 20 
3.2. HLA-DRB1* e HLA-DQB1* (HLA classe II) .................................................... 22 
4. O Sistema Serotonérgico e o Sono ....................................................................... 23 
4.1. 5-HTR1B........................................................................................................ 25 
4.2. 5-HTR2A........................................................................................................ 25 
5. Excesso de Sono e Saúde Pública ....................................................................... 26 
5.1. Excesso de sono e privação de sono ............................................................. 26 
5.2. As patologias do sono, as situações de risco e consequências psicossociais 28 
6. Objetivos ............................................................................................................... 32 
II. Material e Métodos ................................................................................................... 33 
1. População estudada ............................................................................................. 35 




2.1 Colheita das amostras ................................................................................... 35 
2.2 Extração de DNA genómico a partir de sangue periférico total ...................... 36 
2.3 Quantificação e determinação da pureza do DNA ......................................... 37 
3. Genotipagem ........................................................................................................ 38 
Técnica de PCR .................................................................................................... 38 
3.1 Análise do polimorfismo -308 (G/A) do gene do TNFa por PCR-RFLP .......... 39 
Técnica de Digestão Enzimática (RFLP) ............................................................... 39 
3.2 Análise do polimorfismo no recetor da serotonina 1B – Real time PCR ......... 43 
Técnica de PCR em Tempo Real (Real Time PCR) .............................................. 43 
3.3 Análise do polimorfismo no recetor da serotonina 2A – PCR em tempo Real 
por HRM ................................................................................................................... 45 
Técnica de HRM ................................................................................................... 45 
3.4 Identificação dos alelos HLA – classe II – por PCR-SSP ............................... 49 
4. Análise estatística ................................................................................................. 51 
III. Resultados ............................................................................................................ 52 
1. Análise dos Processos Clínicos ............................................................................ 54 
1.1 – Distribuição da população ............................................................................... 54 
1.2 – Ocorrências referidas pelos doentes ............................................................... 54 
1.3 – Comportamentos adaptativos à doença .......................................................... 55 
1.4 – Comorbilidades ............................................................................................... 55 
1.5 – Profissão dos doentes ..................................................................................... 55 
2. Genotipagem dos polimorfismos TNFα, HTR1B, HTR2A e dos locus HLA-DQB1* e 
HLA-DRB1*.................................................................................................................. 56 
2.1. Hipersónia ......................................................................................................... 56 
2.1.1. TNFα e Hipersónia ...................................................................................... 58 
2.1.2. HTR1B e Hipersónia ................................................................................... 58 
2.1.3. HTR2A e Hipersónia ................................................................................... 59 
2.1.4. HLA-DQB1* e Hipersónia ............................................................................ 59 
2.1.5. HLA-DRB1* e Hipersónia ............................................................................ 60 
2.2. Narcolepsia ....................................................................................................... 62 
2.2.1. TNFα e Narcolepsia .................................................................................... 62 
2.2.2. HTR1B e Narcolepsia ................................................................................. 63 
2.2.3. HTR2A e Narcolepsia ................................................................................. 64 
2.2.4. HLA-DQB1* e Narcolepsia .......................................................................... 64 
2.2.5. HLA-DRB1* e Narcolepsia .......................................................................... 65 
2.3. Narcolepsia com Cataplexia .............................................................................. 67 
2.3.1. TNFα e Narcolepsia com Cataplexia ........................................................... 68 
2.3.2. HTR1B e Narcolepsia com Cataplexia ........................................................ 68 
2.3.3. HTR2A e Narcolepsia com Cataplexia ........................................................ 69 
2.3.4. HLA-DQB1* e Narcolepsia com Cataplexia ................................................. 70 
Índice 
xix 
2.3.5. HLA-DRB1* e Narcolepsia com Cataplexia ................................................. 71 
2.4. Polimorfismo -308 G>A no gene TNFα e Patologias do Sono ........................... 73 
2.5. Polimorfismo 861 G>C no gene HTR1B e Patologias do Sono .......................... 74 
2.6. Polimorfismo -102T>C no gene HTR2A e Patologias do Sono .......................... 75 
2.7. HLA-DQB1* e Patologias do Sono .................................................................... 76 
2.8. HLA-DRB1* e Patologias do Sono ..................................................................... 78 
IV. Discussão ............................................................................................................. 80 
V. Conclusão ................................................................................................................ 87 




Índice de tabelas 
 
Tabela 1: Fases do Sono .................................................................................................. 7 
Tabela 2: Critérios comportamentais e fisiológicos de vigília e sono ............................... 11 
Tabela 3: Concentração dos constituintes/reagentes da mastermix ................................ 40 
Tabela 4: Sequência nucleotídica dos primers para amplificação do TNFA e tamanho do 
produto de PCR............................................................................................................... 40 
Tabela 5:Perfil térmico da amplificação ........................................................................... 40 
Tabela 6: Representação do local polimórfico para reconhecimento da enzima de 
restrição NcoI .................................................................................................................. 41 
Tabela 7: Representação esquemática da ação da enzima NcoI .................................... 42 
Tabela 8: Informação do polimorfismo e sequência de primers e sondas utlizadas para o 
processo Real-Time PCR TaqMan® ............................................................................... 44 
Tabela 9: Concentração dos reagentes RT-PCR da mix. ................................................ 44 
Tabela 10: Perfil térmico utilizado na amplificação .......................................................... 45 
Tabela 11: Informação do polimorfismo e sequência nucleotídica dos primers utilizados 
para a reação Real-Time PCR – HRM............................................................................. 46 
Tabela 12: Concentração dos reagentes RT-PCR da mix usada na genotipagem .......... 46 
Tabela 13: perfil térmico e condições do HRM ................................................................ 46 
Tabela 14: Reagentes da mix usada no PCR-RFLP ........................................................ 47 
Tabela 15: Condições térmicas da análise PCR-RFLP .................................................... 48 
Tabela 16: Ação da enzima de digestão MspI ................................................................. 48 
Tabela 17: Componentes da MasterMix para o PCR-SSP............................................... 49 




Tabela 19: Resultados da genotipagem dos doentes com Hipersónia ............................. 57 
Tabela 20:Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFa 
na população controlo e na população com Hipersónia. .................................................. 58 
Tabela21: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>Cdo gene HTR1B 
na população controlo e na população com Hipersónia  .................................................. 58 
Tabela 22: Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A 
na população controlo e na população com Hipersónia. .................................................. 59 
Tabela 23: Frequência dos alelos HLA-DQB1* na população com Hipersónia e na 
população controlo .......................................................................................................... 59 
Tabela 24: Alelo HLA-DQB1* associado com a Hipersónia utilizando a regressão logística
 ........................................................................................................................................ 60 
Tabela 25: Frequência dos alelos HLA-DRB1* na população com Hipersónia e na 
população controlo .......................................................................................................... 60 
Tabela 26: Alelo HLA-DRB1* associado com a Hipersónia utilizando a regressão logística
 ........................................................................................................................................ 61 
Tabela 27: Resultados da genotipagem dos doentes com Narcolepsia  .......................... 62 
Tabela 28: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα 
na população controlo e na população com Narcolepsia  ................................................ 63 
Tabela29: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>C do gene HTR1B 
na população controlo e na população com Narcolepsia ................................................. 63 
Tabela 30: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A 
na população controlo e na população com Narcolepsia ................................................. 64 
Tabela 31: Frequência dos alelos HLA-DQB1* na população com Narcolepsia e na 
População Controlo. ........................................................................................................ 64 
Tabela 32: Frequência dos alelos do subtipo HLA-DQB1*06 na população com 
Narcolepsia e na População Controlo. ............................................................................ 65 
Tabela 33: Frequência dos alelos HLA-DRB1* na população com Narcolepsia e na 
População Controlo. ........................................................................................................ 65 
Tabela 34: Alelo HLA-DRB1* associado com a Narcolepsia utilizando a regressão 
logística ........................................................................................................................... 66 
Tabela 35: Resultados da genotipagem dos doentes com Narcolepsia com Cataplexia .. 67 
Tabela 36: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα 
na população controlo e na população com Narcolepsia com Cataplexia........................ 68 
Tabela37: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>T do geneHTR1B 
na população controlo e na população com Narcolepsia com Cataplexia........................ 69 
Tabela 38: Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A 
na população controlo e na população com Narcolepsia com Cataplexia........................ 69 
Tabela 39: Frequência dos alelos HLA-DQB1* na população com Narcolepsia com 
Cataplexia na População Controlo .................................................................................. 70 
Tabela 40: Alelo HLA-DQB1* associado com a NC utilizando a regressão logística........ 70 
Tabela 41: Frequência dos alelos do subtipo HLA-DQB1*06 na população com 
Narcolepsia com Cataplexia e na população controlo . ................................................... 71 
Tabela 42: Frequência dos alelos HLA-DRB1* na população com Narcolepsia com 
Cataplexia e na População Controlo ............................................................................... 71 
Índice 
xxi 
Tabela 43: Alelos HLA-DRB1* associados com a Narcolepsia com Cataplexia utilizando a 
regressão logística .......................................................................................................... 72 
 
 
Índice de Figuras 
 
Figura 1: Representação da localização do hipotálamo no cérebro humano ..................... 4 
Figura 2: Representação do local de colocação dos elétrodos .......................................... 6 
Figura 3: Característica dos padrões EEG, EOG e EMG para a vigília, o sono REM e 
NREM. .............................................................................................................................. 6 
Figura 4: Hipnograma típico .............................................................................................. 8 
Figura 5: EEG da fase 1 do sono NREM ........................................................................... 8 
Figura 6: EEG da fase 2 do sono NREM ........................................................................... 9 
Figura 7: EEG das fases 3 e 4 do sono NREM .................................................................. 9 
Figura 8: A atividade cerebral durante o sono REM......................................................... 10 
Figura 9: Representação esquemática do cromossoma 6 e localização da região HLA .. 20 
Figura 10: Esquema das técnicas de PCR utilizadas....................................................... 38 
Figura 11: Representação do processo de PCR  ............................................................. 38 
Figura 12: Exemplo da amplificação inicial para o polimorfismo -308 G>A do gene TNFA
 ........................................................................................................................................ 41 
Figura 13: Exemplo de uma digestão enzimática do TNFα com a enzima NcoI............... 42 
Figura 14: Representação esquemática do processo Real-Time PCR com sonda 
TaqMan® ........................................................................................................................ 43 
Figura 15: Curvas de amostras de DNA analisadas por Real Time PCR – HRM ............. 47 
Figura 16: Exemplo de uma digestão enzimática do gene HTR2A com a enzima MspI ... 48 
Figura 17: Exemplo da amplificação do locus HLA-DRB1* .............................................. 50 
Figura 18: Exemplo da amplificação do locus HLA-DQB1* .............................................. 50 
Figura 19: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo -308 G>A 
no gene TNFα na população controlo e na População do Sono. ..................................... 73 
Figura 20: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo -308 G>A no 
gene TNFα na população controlo e na População do Sono ........................................... 73 
Figura 21: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo 861 G>C 
no gene HTR1B na população controlo e na População do Sono. .................................. 74 
Figura 22: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo 861 G>C no 
gene HTR1B na população controlo e na população do sono. ........................................ 74 
Figura 23: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo -102 T>C 




Figura 24: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo -102 T>C no 
gene HTR2A na população controlo e na População do Sono. ....................................... 75 
Figura 25: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DQB1*02 ..................... 76 
Figura 26: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DQB1*03 ..................... 76 
Figura 27: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DQB1*06 ..................... 77 
Figura 28: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DQB1*06:02 ................ 77 
Figura 29: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DRB1*03 ..................... 78 
Figura 30: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DRB1*13 ..................... 78 











































Material e Métodos 
3 
A Medicina Legal é uma especialidade médica que contextualiza e interpreta factos do 
foro jurídico, aplicando conhecimentos técnico-científicos dos diversos ramos do 
conhecimento. Assim a sua definição tem sofrido ao longo do tempo uma evolução 
constante a par do conhecimento científico em que se apoia.  
A Medicina Legal engloba, além das suas competências elementares forenses, uma 
vertente social onde se avaliam questões de caráter psicossocial, laboral, económico, de 
saúde pública e de situações de risco (acidentes).  
Este projeto de investigação tem como objetivo principal identificar fatores de risco em 
indivíduos com Patologia do Sono de modo a que essa contribuição possa ajudar a 
prevenir acidentes (rodoviários e/ou trabalho) de forma a minimizar as suas 
consequências, através de um melhor conhecimento dessas patologias. 
 
1. O Sono 
 
Diariamente, cada um de nós desenvolve dois tipos de comportamento muito distintos: o 
dormir (sono) e o estar acordado (vigília), sendo estes dois comportamentos muitos 
diferentes um do outro. O sono não é simplesmente o ato de cessar a nossa atividade 
física e mental. O sono é um ―segundo estado‖ tão variado e complexo como o estado de 
vigília, tendo como características principais, o facto de ser um estado fisiológico 
reversível, com motilidade e resposta reduzida a estímulos sensoriais (a nível de alerta) 
[1]. Neste contexto o dormir traduz-se numa aparente ―falta de função‖, já que, a fisiologia 
do sono é tão complexa quanto a vigília, em questões de regulação neurológica, 
endócrina, metabólica ou de aptidão cardiorrespiratória [2]. 
 
1.1. Funções do sono 
 
O sono está intimamente relacionado com todas as facetas da vida diária. Assim, 
alterações/distúrbios no sono afetam, não só a nossa saúde e bem-estar, mas também a 
qualidade de vida [3] e vice-versa. Sabe-se que o sono é restaurador, adaptativo, 
termorregulador e consolida funções de memória. No entanto, a sua função biológica é 
ainda muito pouco conhecida, embora se saiba que o sono é essencial e que a privação 
do mesmo (decorrente do estilo de vida ou de patologia) tem consequências a curto e 
longo prazo [4]. 
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Os efeitos a curto prazo levam à redução da atenção, da capacidade de concentração, a 
uma qualidade de vida diminuída, diabetes, obesidade, diminuição das capacidades 
mentais, aumento dos níveis de absentismo com redução da produtividade e ocorrência 
de acidentes (de trabalho, em casa ou de viação) [4]. 
As consequências a longo prazo da privação de sono incluem, o aumento da morbilidade 
e mortalidade resultantes do aumento de acidentes de viação, doenças coronárias, 
insuficiência cardíaca, pressão arterial elevada, obesidade, diabetes mellitus (tipo 2), 
enfraquecimento da memória e depressão. No entanto as consequências a longo prazo 
continuam a ser objeto de investigação mais profunda [4]. 
As necessidades de sono variam muito, dependendo da idade e situação individual [5]. A 
supressão total de sono no homem só é tolerada se for curta (1 a 2 noites). Se a mesma 
persistir, aparecem de forma progressiva, distúrbios graves de atenção, concentração e 
memória, irritabilidade, alucinações e até convulsões [5]. Uma supressão parcial do sono 
pode ser tolerada ao longo do tempo, por vezes originando fadiga crónica. Por outro lado, 
o sono pode ainda ser influenciado por razões físicas ou psicológicas que causam 
doenças potencialmente graves [6]. 
 
1.2. Estruturas do cérebro envolvidas no sono 
 
Durante a pandemia de gripe espanhola em 1920, após o fim da Primeira Guerra 
Mundial, um neurologista vienense, Constantin Von Economo, observou que alguns 
doentes com gripe (provavelmente uma estirpe do vírus 
semelhante à atual, H1N1) desenvolviam um estado de 
letargia ou coma antes de morrer, enquanto outros 
morriam após vários dias sem dormir [7], [8]. 
A autópsia destes doentes, por Von Economo, permitiu 
observar, a partir da dissecção dos respetivos cérebros, 
que existiam vários tipos de lesões. Os doentes que 
tinham entrado em coma antes de morrer, tinham lesões 
no hipotálamo posterior ou na parte superior do 
mesencéfalo [7], [8].Assim, com a suspeita de que estas 
áreas do cérebro poderiam ser essenciais para a vigília, 
Von Economo começou a utilizar o termo ―centro de 











Figura 1: Representação da localização 
do hipotálamo no cérebro humano [8] 
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que tinham insónia (supressão de sono) antes de morrer, apresentavam lesões na área 
pré-óptica do hipotálamo anterior – ―centro do sono‖ [7], [8].  
Outros estudos e inúmeras autópsias posteriores mostraram que, quando o tronco 
cerebral está afetado, independentemente da causa, surge o desencadeamento de um 
processo que leva a um sono profundo ou em coma. Estas observações confirmaram que 
o tronco cerebral também desempenha um papel fundamental na manutenção do estado 
de vigília [8]. 
 
1.3. Organização do sono fisiológico 
 
O ciclo sono-vigília está associado ao ritmo biológico de muitas funções corporais, como 
a temperatura corporal, segregação hormonal, metabolismo e sono, seguindo um ciclo de 
24 horas. O relógio biológico está sincronizado com um pacemaker central, o núcleo 
supraquiasmatico (SCN), localizado no hipotálamo [4]. 
A regulação do estado de vigília e do sono, envolve todo o sistema nervoso central e é 
determinado por um balanço complexo da rede neural que promove este ciclo, através da 
ativação e inibição de vários neurotransmissores [4], [9]. Por exemplo, a vigília é 
promovida pelo tronco cerebral (neste caso a substância reticular) e hipotálamo [4]. 
Cientificamente, o sono é definido tendo como base o comportamento do individuo 
enquanto dorme e as alterações fisiológicas que ocorrem nesse espaço de tempo [4]. 
Para estudar as alterações funcionais que ocorrem durante o sono é normalmente 
realizada uma polissonografia, ou seja, um registo gráfico de variáveis fisiológicas que 
ocorrem e caracterizam o sono.  
Os critérios comportamentais consistem na falta ou ligeira mobilidade, no movimento 
lento dos olhos, na postura específica e característica do sono, numa resposta a 
estímulos externos reduzida, no aumento do tempo de reaçãoa um limiar de excitação 
elevado e as funções cognitivas estão comprometidas. Sendo este um estado 
comportamental reversível [4]. 
Os critérios fisiológicos consistem nas alterações que ocorrem nos ritmos elétricos do 
cérebro vígil durante a sua transição para o sono [4] e baseiam-se nos resultados de 
estudos como EEG (Electroencefalograma – registo da atividade elétrica cerebral), o 
EOG (Electrooculografia – registo dos movimentos dos olhos) e o EMG (electromiograma 
– registo da atividade e tónus muscular) [4], ECG (eletrocardiograma – registo da 
Material e Métodos 
6 
atividade elétrica do coração), registo dos movimentos respiratórios e valor da 
oxigenação do sangue. 
 
Utilizando os métodos principais e mais citados na literatura médica (EEG, EOG, EMG), o 
sono pode ser dividido em três estados, com funções e controlos independentes:  
 Vigília/Acordado 
 Sono NREM (Non Rapid Eye Movement) 
 Sono REM (Rapid Eye Movement)  
 
 
Na figura 2 encontra-se representado um 
exemplo do local de colocação dos 
elétrodos para determinação da EEG, EOG 
e EMG. Na prática o registo dos dados é 
feito simultaneamente em papel ou 
digitalizado e exibido em monitor, 
procedimento este que permite que a 
relação entre as três medições possa ser 
vista imediatamente [10]. Na figura 3 um 
exemplo dos resultados obtidos em cada 
exame e associação aos estádios de sono. 
 
O electroencefalograma do estado de sono 
consiste no registo e análise de um padrão 
irregular de ondas lentas (curtas) e rápidas. 
Distinguindo-se três estados comporta-
mentais fundamentais: a vigília, o sono não-
REM e o sono REM. Cada um destes 
estados é gerado por um padrão específico 
de atividade cerebral e acompanhado por alterações específicas na atividade do corpo 
como um todo[3].Relativamente a isto, já foi demostrado, que uma análise espectral de 
um EEG noturno fornece dados da predominância de ondas com frequência alta ou 
baixa, dependendo do estádio de sono. Como esperado, os padrões que correspondem 
ao ritmo alfa (8-12Hz) de uma vigília relaxada, estão presentes antes do início do sono 
NREM. Por outro lado, a atividade EEG em bandas de baixa frequência (1-4 Hz) são 
Figura 2: Representação do local de colocação dos 
elétrodos [10] 
Figura 3: Característica dos padrões EEG, EOG e EMG 
para a vigília, o sono REM e NREM. Cada um dos nove 
padrões foi registado ao longo de um período de cerca 
de três segundos[10] 
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predominantes durante o período de sono NREM (fases 3 e 4 - NREM3). A atividade do 
EEG revela ainda durante a fase 2 (NREM2) do sono, bandas de 12-16 Hz, chamadas de 
fusos de sono [3].  
O sono NREM compõe cerca de 75-80% do tempo de sono em adultos e de acordo com 
o ICSD2 (Classificação Internacional das Doenças do Sono – Edição 2) é subdividido em 
3 estádios (N1, N2, N3) tendo por base, principalmente, os critérios de EEG. No entanto, 
de acordo com o Manual Padronizado de Técnicas e de Sistemas de Registos, de 
Rechtschaffen e Kales (R-K)2 [11], o sono NREM é subdividido em 4 fases (fases 1 a 4 de 












A dormir, mas desperta facilmente 
Estado mais profundo do 
sono, o indivíduo não se 
apercebe do ambiente 





Sono de onda-lenta 
Sono profundo 
Ondas cerebrais rápidas e lentas 
Estado em que o sono é 
mais profundo e quando 




Sono de onda-lenta 
Sono profundo 
Ondas cerebrais principalmente lentas 
REM Pode incluir um estado de sonho 25% 
Tabela 1: Fases do Sono [4] 
 
No adulto normal (sem patologia de sono) ocorre uma progressão ordenada da vigília ao 
início do sono, para o sono NREM e em seguida para o sono REM [4]. 
O sono NREM é caracterizado pela progressiva diminuição das respostas a estímulos 
externos, acompanhado por movimentos lentos dos olhos, seguido de atividade de ondas 
lentas no EEG associado com fusos, complexos-K e tónus muscular diminuído [4]. 
Durante o sono NREM, o sujeito está deitado e imóvel, os seus olhos fechados, e caso 
ocorra um estímulo sensorial (luz ou som), este não induz uma resposta comportamental.  
O sono REM segue um curso independente da ocorrência das fases do sono NREM. 
Durante o período típico de sono noturno (8 horas), este atravessa várias fases, fases 
estas que ocorrem segundo uma sucessão específica ao longo da noite, alternando de 
forma cíclica (4 a 6 ciclos em adultos),cada ciclo tendo uma duração média de 90 a 110 
minutos [4]. 
O primeiro período de sono REM acontece aproximadamente 90 minutos após o 
adormecer [3]. O intervalo, desde o início de um período NREM até ao início do próximo, 
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é normalmente definido como ciclo de sono. O sono NREM que precede o primeiro 
período de sono REM mostra, de forma distinta, uma elevada quantidade de sono de 
ondas lentas. O primeiro terço do sono é dominado pelo sono de ondas lentas (slow-
wave) e menor proporção de sono REM. Ao contrário, no ultimo terço do sono, a 
proporção de REM é maior [3], [4]. 
 
Ao analisar um Hipnograma típico (figura4), é possível verificar que alguns minutos 
depois de adormecer, entra-se de forma mais intensa em sono N-REM, inicialmente em 
sono N-REM leve (Fases 1 e 2), e depois em sono N-REM profundo (Fases 3 e 4). Cada 
ciclo NREM é seguido por uma entrada súbita e direta num período de sono REM. 
 
 
Figura 4: Hipnograma típico[8] 
 
Do ponto de vista polissonográfico é possível distinguir 4 fases:  
 
Fase 1 (NREM1): Quando o sujeito adormece, os músculos antigravitacionais relaxam e 
o EOG regista movimentos lentos dos olhos e predominantemente horizontais. No EEG, 
a atividade alfa é substituída por ondas de relativa baixa voltagem (50-70 µV) com as 
ondas predominantemente teta (4-7HZ). Durante esta fase, ocorrem esporadicamente 
ondas de vértex com uma amplitude de 200 µV (Figura 5) Quando o sujeito é deixado 
imperturbado na fase 1, esta tem uma duração de apenas alguns minutos durante a noite 
de sono, no entanto pode reaparecer após estimulação sensorial [3].  
 
 
Figura 5: EEG da fase 1 do sono NREM [12] 
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Fase 2(NREM2): Este estado é definido pela presença de fusos de sono (sleep spindles) 
e complexos-K. Nos fusos de sono aparecem surtos de ondas rítmicas (em forma de 
fuso) com uma frequência de 12-14 Hz e uma duração mínima de 0,5 segundos. Podem 
ser registadas como eventos isolados ou com uma ligação temporal próxima ao 
complexo-K. Estes têm potenciais com uma amplitude relativamente alta (no qual uma 
onda negativa acentuada é seguida de um componente positivo) e com uma duração 
total que pode exceder os 0,5 segundos (Figura 6). Geralmente ocorrem de forma 




Figura 6: EEG da fase 2 do sono NREM [12] 
 
 
Fases 3 e 4 (NREM3): São caracterizadas pela presença de ondas lentas de elevada 
amplitude (ondas delta com uma frequência 1-2 Hz ou mais lentas e uma amplitude de 
75µV ou maior) (Figura 7). É classificado como fase 3 quando pelo menos 20%, mas não 
mais de 50%, do período de registo, consistir em atividade de ondas delta. Se mais de 
50% do período de tempo for composto por ondas delta, o sono é classificado como fase 
4. As fases 3 e 4 são também referidas como fases do sono de ondas lentas [3]. 
 
 
Figura 7: EEG das fases 3 e 4 do sono NREM [12] 
 
O sono REM compõe 20-25% do tempo total de sono. A característica principal do sono 
REM é a movimentação rápida dos olhos em todas as direções sob as pálpebras 
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fechadas e uma acentuada diminuição ou ausência de tónus muscular. Quando se 
compara com o sono NREM, a sua resposta a estímulos é ainda menor [3], [4]. Além dos 
movimentos rápidos dos olhos, em todas as direções, também ocorrem oscilações 
fásicas na pressão sanguínea e no ritmo cardíaco, uma respiração irregular e 
movimentos de língua fásicos. Alguns períodos de apneia e hipoapneia podem ocorrer 
durante o sono REM. Se o sujeito é acordado nesta fase pode dizer que estava a sonhar 
[4]. 
Os ―traçados‖ do EEG durante esta fase de sono são caracterizados por atividade rápida 
elétrica de baixa voltagem (que se assemelham às da fase 1) misturado com ondas 





Figura 8: A atividade cerebral durante o sono REM é comparável à que acontece durante a vigília, tal 




As ocorrências descontínuas, tais como as contrações musculares ou REMs, que 
ocorrem no sono REM, são denominadas de eventos fásicos, enquanto os processos 




Na tabela 2 é possível verificar e comparar, de forma resumida, os critérios 
comportamentais e fisiológicos que ocorrem durante a vigília e o sono. 
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ou imóvel, alterações de 
postura 
Ligeiramente reduzida ou 
imóvel 
(mioclonias) 
Resposta a estímulos Normal 
Leve a moderadamente 
reduzido 
Moderadamente reduzido 
a não resposta 
Nível de alerta Alerta 
Estado de consciência 
atenuado, variável, 
reversível 
Estado de consciência 
atenuado, variável, 
reversível 


















Atividade parassimpática ++ +++ ++++ 




Ondas lentas (delta e 
teta) e sincronizadas 








Moderada a severamente 








Ritmo cardíaco Ritmo sinusal normal Braquicardia 
Irregularidades da 
frequência 
Pressão sanguínea Normal Diminui Variável 
Débito cardíaco Normal Diminui Diminui ainda mais 
Resistência vascular periférica Normal 
Normal ou Diminui 
ligeiramente 
Diminui ainda mais 
Ritmo respiratório Normal Diminui 
Irregular. Podem ocorrer 
apneias variáveis  
Ventilação alveolar Normal Diminui Diminui ainda mais 
Tónus muscular das vias aéreas 
superiores 
++ + Diminui ou ausente 





Respostas ventilatórias de 
hipóxica e hipercápnica (?) 
Normal Diminui Diminui ainda mais 
Fluxo sanguíneo cerebral ++ ± ++++ 
Termorregulação ++ + - 
Secreção de ácidos gástricos Normal Variável Variável 
Motilidade gástrica Normal Diminui Diminui 
Fluxo salivar Normal Diminui Diminui 
Migrating motor complex 
(atividade motora intestinal) 
Normal Velocidade lenta Velocidade lenta 
Tumescência peniana ou 
clitorial 
Normal Normal Aumenta acentuadamente 
Tabela 2: Critérios comportamentais e fisiológicos de vigília e sono (adaptado de [4]) 
(Legenda: + leve; ++ moderado; +++ acentuado; ++++ muito acentuado; - ausente; ± diminuído; qualquer aumento é indicado pelo sinal +) 
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2. Patologias do Sono 
 
Nas sociedades desenvolvidas, considera-se que cerca de 15% da população geral sofre 
de alguma patologia do sono [13]. E embora a sua presença possa, por vezes, passar 
despercebida por um período razoável de tempo (ex. apneia), as repercussões no 
funcionamento diário, são muitas vezes percetíveis tanto para o indivíduo, como para a 
sua família, amigos e colegas. A qualidade de vida está tão diminuída e comprometida 
em alguns indivíduos, que se traduz na perda de trabalho e no pior dos casos, na 
desagregação da família nuclear (ex. divórcio). Os fatores de risco e a extensão dos 
efeitos secundários ainda estão pouco estudados, sendo necessário criar questionários 
de rotina e utilizar os mesmos para que proporcionem uma visão mais concreta do 
funcionamento global do indivíduo [13]. 
 
 
2.1. Sonolência Diurna Excessiva 
 
A sonolência diurna excessiva (EDS – excessive daytime sleepiness)é um quadro clinico 
comum que frequentemente remete para o termo Hipersónia. 
O termo Hipersónia é frequentemente utilizado como sinónimo de ―excesso de sono 
diurno‖ ou hipersonolência; embora esta terminologia esteja parcialmente correta, a 
hipersónia é um termo mais abrangente que inclui também o sono noturno prolongado; o 
sono diurno não planeado é uma incapacidade do individuo se manter acordado ou 
alerta, em situações em que tal é necessário (sonolência excessiva) [14], [15]. A EDS 
poder ser devida a qualidade e/ou quantidade de sono inferior à necessária ou pode ser 
intrínseca, independentemente de quanto ou ―quão bem‖ se dorme [16]. Estes fatores são 
influenciados pela própria higiene do sono, condições de trabalho bem como pelo uso de 
fármacos psicotrópicos [17].  
A sonolência excessiva não é uma doença ou distúrbio, mas sim, um sintoma de uma 
doença do sono ou de outra doença. Segundo o ICSD2, esta é considerada como uma 
característica essencial, obrigatória para o diagnóstico, de três tipos de doenças do sono: 
o Síndrome de sono insuficiente induzido pelo comportamento, a Hipersónia e a 
Narcolepsia [14], [18]. 
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Segundo Vgontzas (1997), a sonolência diurna excessiva ocorre em cerca de 5% da 
população geral e é a principal queixa da maioria dos doentes seguidos nas consultas do 
sono, tendo este excesso de sono diurno um impacto negativo significativo na qualidade 




A Hipersónia (H) é uma Patologia do Sono, com origem no Sistema Nervoso Central 
(SNC), caracterizada por queixas de sonolência diurna excessiva (constante ou 
recorrente), normalmente com episódios de sono que duram uma ou mais horas e está 
associada a um episódio principal de sono normal ou longo, e a episódios de sono N-
REM (non-rapid eye movement) prolongados (1 a 2 horas) como consequência de uma 
sonolência excessiva [14]. 
O quadro clinico destes doentes pode agravar-se em situações que contribuem para a 
manifestação da sonolência, tais como a leitura ou ver televisão à noite. O episódio de 
sono principal pode ser prolongado, durando até 8 horas. O despertar pode ser normal, 
embora alguns doentes apresentem uma grande dificuldade em acordar, manifestando 
alguma desorientação, após o despertar. Como características associadas, alguns 
doentes queixam-se de crises de sonolência que terminam em ataques de sono; estes 
revelam-se na adolescência ou idade adulta jovem, tal como nos doentes narcolépticos. 
Na maioria dos casos, estes ataques de sono são precedidos por longos períodos de 
sonolência/torpor. As sestas (quando feitas), são mais longas que na narcolepsia ou no 
SAOS e se forem de curta duração, não são refrescantes. A hipersónia é muitas vezes 
(tal como a narcolepsia) debilitante e incapacitante, tendo ainda uma resposta 
imprevisível a estimulantes [14]. 
Inicialmente a Hipersónia é progressiva, e geralmente verifica-se que por norma, na 
altura do diagnóstico, o doente já estabilizou, aparentando ser portador de doença 
crónica [14].  
Antes da utilização dos estudos polisonográficos, a hipersónia era frequentemente mal 
diagnosticada. Esta patologia tem de ser diferenciada de muitas outras patologias do 
sono, tais como a narcolepsia, SAOS (Síndrome de Apneia Obstrutiva do Sono), 
Hipersónia Pós-Traumática, ou sono anormal por Síndrome de Movimentos Periódicos 
das Pernas, e ainda da sonolência associada a perturbações afetivas ou de depressão 
[14]. As características da polissonografia noturna (PSG) são normalmente utilizadas de 
Material e Métodos 
14 
forma a ajudar na distinção da hipersónia de outras patologias do sono. Além disso os 
doentes com Hipersónia devem ser distinguidos dos indivíduos que necessitam de dormir 
mais horas que o padrão normal, sendo que estes últimos, não demonstram sonolência 
excessiva após um episódio longo de sono [14]. 
A ICSD faz a distinção entre hipersónia idiopática, hipersónia recorrente e hipersónia pós-
traumática. Todas as formas são caracterizadas por queixas de sonolência diurna 
excessiva e/ou sono noturno prolongado e períodos de sono diurnos [13], [14]. 
 
 Hipersónia Idiopática (HI) 
 
Trata-se de uma queixa de sonolência constante ou recorrente durante o dia, 
episódios de sono diurno ou sono noturno prolongado, que ocorram antes dos 25 
anos de idade [20]. Também podem estar presentes queixas de dificuldade em 
acordar, desorientação após o despertar, torpor/sonolência seguida de ataques de 
sono e pequenas sestas não refrescantes. A doença tem um curso progressivo mas 
que estabiliza, persistindo ao longo da vida (crónico/permanente). O tratamento 
mais prescrito baseia-se em drogas estimulantes, embora o estado de ―bebedeira‖ 
do sono (transição prolongada entre sono e vigília após o acordar) seja difícil de 
―tratar‖. A prevalência desta patologia também é desconhecida [13], [20]. 
A ISCD diferencia ainda a HI em dois tipos: i) Hipersónia Idiopática com um 
período de sono longo, que implica uma sonolência excessiva, com sestas 
prolongadas (3 a 4 horas) não revigorantes, um episódio de sono principal com uma 
duração de pelo menos 10 a 14 horas com dificuldade ao acordar e sem quebra de 
tónus muscular ou Cataplexia; ii) Hipersónia Idiopática sem período longo de sono, 
que se reflete em sonolência excessiva e sestas involuntárias não revigorantes, 
com o episódio de sono longo menor que 10 horas, também com dificuldade ao 
acordar e sem Cataplexia [13], [14]. 
 
 Hipersónia recorrente (HR) 
 
A hipersónia recorrente consiste em períodos de sonolência grave, muitas vezes 
precipitada por episódios febris agudos e stress somático severo. A sonolência 
prolonga-se pelo menos por 18 horas a um dia, durante um período de 3 dias a 3 
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semanas, para ser considerado de HR. Estes períodos, ocorrem, em geral uma a 
duas vezes por ano [13]. Não existem dados relativos à prevalência da hipersónia 
recorrente. Os primeiros sintomas costumam aparecer na adolescência (embora 
também possam ocorrer na idade adulta). Acredita-se que afete mais homens que 
mulheres, embora a preponderância ainda não tenha sido identificado [13].  
A síndrome de Kleine-Levin é a forma mais conhecida de hipersónia recorrente. Os 
doentes chegam a dormir até 18-20 horas por dia, acordando apenas para 
consumir grandes quantidades de alimento. Uma versão monossintomática desta 
patologia também é descrita, mas sem a compulsão alimentar, no entanto inclui 
uma possível desorientação, esquecimento, depressão, despersonalização, 
alucinações ocasionais e alterações comportamentais (irritabilidade, agressão e 
comportamentos compulsivos). Após os episódios de sonolência, podem ser 
observados comportamentos de disforia transitória, insónia, exaltação, inquietação 
ou hiperatividade sexual. Todos os sintomas descritos podem afetar severamente a 
vida social e ocupacional do doente; é importante ressalvar que entre episódios de 
hipersónia, o sono retorna ao normal e o doente comporta-se como estando 
medicamente e mentalmente saudável [13], [21].  
 
 Hipersónia Pós-traumática 
 
Ocorre quando as queixas de sonolência excessiva e a ocorrência de episódios 
de sono diurno frequentes, têm um início associado a um traumatismo craniano. 
Assim, os padrões de sono do doente diferem entre o pré-trauma e o pós-trauma. 
Relacionado a este distúrbio podem estar associadas: dores de cabeça, fadiga, 
dificuldade em concentração e perturbações na memória. De forma geral, a 
sonolência resolve-se ao fim de algumas semanas ou meses [13]. 
 
Contrariamente ao que acontece com a Narcolepsia (outra doença em que o excesso de 
sono ocorre), não existem modelos animais disponíveis para o estudo na hipersónia, 
sendo a abordagem experimental limitada. 
 
A avaliação da prevalência de Hipersónia Idiopática na população geral é difícil, devido 
ao número limitado de doentes com esta patologia e a dificuldade encontrada em realizar 
um diagnóstico definitivo. Embora os dados epidemiológicos sejam limitados, o ratio de 
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doentes com hipersónia para doentes com narcolepsia, fornece alguma indicação sobre a 
sua prevalência. Alguns estudos sugerem que o ratio é de 1:6 [22], [23] e de 1:10 [22], 
[24]. Estes ratios são mais baixos que em estudos anteriores, provavelmente devido ao 
aperfeiçoamento da identificação das patologias do sono, que anteriormente eram 
consideradas como se fossem hipersónia idiopática. Estes dados sugerem que a 
prevalência da hipersónia idiopática na população adulta, se encontra entre 1 em 10,000 
e 4 em 10,000 indivíduos [22]. 
A idade de aparecimento dos primeiros sintomas encontra-se normalmente na segunda 





A narcolepsia é caracterizada por uma tétrada clássica de sintomas: sonolência diurna 
excessiva, com ataques de sono irresistíveis, Cataplexia (perda bilateral súbita do tónus 
muscular), alucinações hipnagógicas (tipo de alucinação visual que ocorre ao adormecer) 
e paralisia do sono (que ocorre quando o individuo acorda mas é incapaz de se mexer) 
[14]. Pensa-se que estes fenómenos são o resultado da manifestação de uma 
interferência do sono REM na vigília (ou o inverso). 
Outras características incluem: sono noturno fragmentado e comportamento automático, 
perda de concentração e memória e visão desfocada. Nestes doentes, é também 
frequente que o sono REM ocorra ao adormecer, e não depois de um período de sono 
NREM. Estas características variam de acordo com os indivíduos, bem como a sua 
intensidade ao longo do tempo, sendo que só cerca de 10% dos pacientes é que 
apresentam simultaneamente todos os componentes da tétrada. Há um espectro de 
fenótipos de narcolepsia, incluindo narcolepsia com Cataplexia, narcolepsia sem 
Cataplexia, e alguns casos raros de narcolepsia secundária. A prevalência da primeira é 
de 25-50 por 100.000 indivíduos [14], [25]–[27]. 
Tal como nas outras patologias do sono, a principal queixa dos doentes é a sonolência 
excessiva. Esta pode ocorrer durante atividades calmas, tais como: em viagens, ouvindo 
música, vendo televisão e lendo, no entanto, esta sonolência excessiva também pode 
acontecer em situações que não são compatíveis com o sono tais como: durante a 
alimentação, a falar ou mesmo durante a condução de veículos a motor. Nestes casos, a 
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sonolência pode ser tolerada com muito esforço, mas na maior parte das vezes, os 
ataques de sono são inevitáveis [13]. 
Uma estratégia que o doente adquire de forma a reduzir, tanto os ataques de sono como 
a própria sonolência, é a realização de pequenas sestas (cerca 20 minutos) ao longo do 
dia, que são de forma geral refrescantes e evitam a queda em sono em momentos 
inoportunos. No entanto e apesar da realização da primeira sesta, a sonolência retorna e 
aumenta outra vez até que e necessária outra sesta, 2-3 horas depois. Uma outra 
alternativa para reduzir a sonolência diurna é o recurso a medicamentos [13]. 
 
A narcolepsia é uma doença rara e em geral esporádica, os casos de narcolepsia familiar 
representam menos de 10% de todos os casos de narcolepsia registados. Famílias 
multiplex, isto é, famílias com vários membros afetados são muito raras (1%-2%). Sendo 
que, de forma geral, o número de indivíduos afetados numa família é limitado. Ainda não 
foi possível identificar uma mutação patogénica em qualquer das regiões estudadas [28]. 
Estudos epidemiológicos estimam que a prevalência da doença varia de 0.03% a 0.16% 
na população geral, dependendo da etnia. A prevalência da narcolepsia na população de 
descendência europeia varia de 0.02% a 0.05%. As diferenças na sua prevalência, de 
acordo com a origem étnica é representada pela prevalência de 0.0002% encontrada em 
Israel e de 0.16% no Japão [14], [25]. Em geral, os doentes começam a apresentar 
sintomas na segunda década de vida e a distribuição é bi-modal, com um pico elevado 
em torno da puberdade (15 anos) e um pico menor entre os 35 e 45 anos de idade [25]–
[27]. 
A predisposição genética e os fatores ambientais são considerados importantes para o 
desenvolvimento da narcolepsia. A natureza do possível estímulo ambiental que poderá 
influenciar a gravidade da narcolepsia ou a probabilidade de desenvolvimento da doença, 
é desconhecida. Têm sido desenvolvidos grandes esforços nos últimos 30 anos para 
obter uma melhor compreensão da base genética da doença. Estes têm mostrado que a 
suscetibilidade à narcolepsia está fortemente associada a um alelo HLA específico, 
DQB1*06:02, que, de acordo com os resultados publicados, apresenta uma frequência de 
70-80% de acordo com o grupo étnico de doentes [26], [29].  
 
A Narcolepsia com Cataplexia é uma doença neuro-degenerativa com predisposição 
genética e presumivelmente de etiologia auto-imune; a patogénese da narcolepsia sem 
Cataplexia não é tão clara [30]. 
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A Cataplexia é o segundo sintoma característico da narcolepsia, cujos primeiros sintomas 
ocorrem simultaneamente ou depois do início dos sintomas de sonolência. Esta é 
definida pela perda súbita de tónus muscular por alguns segundos ou minutos, causada 
por um estímulo emocional forte [13] (agradável, excitante, ou seja, estímulos positivos, e 
menos frequentemente, estímulos negativos). Embora o doente adormeça durante um 
episódio [31], a consciência, respiração e memória permanecem intactos, mas os 
músculos-esqueléticos podem ser afetados, quer bilateralmente, seccionados ou 
totalmente, pela perda de tónus [13]. A intensidade dos episódios de Cataplexia pode 
variar. Por exemplo, quando a intensidade é leve, a fraqueza pode não ser visível a 
terceiros [13], [32]. Um ataque catapléctico pode durar alguns segundos ou minutos, 
raramente ultrapassando os 2 minutos [31]. A frequência dos ataques cataplécticos varia 
de indivíduo para indivíduo: um pode sofrer vários episódios durante o dia, enquanto 
outro pode ter apenas alguns por ano [13]. 
 
A Narcolepsia com Cataplexia é considerada uma doença autoimune, causada por uma 
perda de células produtoras de hipocretina/orexina no hipotálamo. A hipocretina é um 
neuropéptido, expresso exclusivamente pelos neurónios do hipotálamo, que atua como 
modelador do ciclo sono-vigília. A hipocretina ativa neurónios nas regiões do 
hipotálamo/tronco cerebral de forma a manter um período longo e consolidado de vigília 
[33]. 
Esta doença está fortemente associada ao alelo HLA-DQB1*06:02e a níveis baixos ou 
indetetáveis de hipocretina no Liquido Cefalorraquidiano (85-90% dos pacientes com 
NC). O que sugere que, na maioria dos doentes, a causa pode ser a destruição das 
células produtoras de orexina [26]. De acordo com a literatura,95% dos doentes NC 
possuem este alelo. Pelo que, níveis baixos de hipocretina-1 no LCR podem ser usados 
para confirmar o diagnóstico, bem como a presença de HLA-DQB1*06:02 ser um 
indicador útil para a deficiência em hipocretina [26]. 
Existem evidências que a Narcolepsia com Cataplexia humana ocorre como 
consequência direta da degeneração dos neurónios produtores de hipocretina. Embora o 
mecanismo subjacente a este processo não esteja ainda esclarecido, tem sido sugerido 
que uma reação autoimune poderá levar à destruição das células secretoras de 
hipocretina, situadas no locus ceruleus, em indivíduos geneticamente suscetíveis 
(nomeadamente, aqueles que possuem o alelo HLA-DQB1*06:02) [26]. 
Recentemente foi sugerido, que infeções microbianas podem ser uma das causas 
(trigger) ambientais associadas ao aparecimento da narcolepsia. Um possível 
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desencadeador nestes doentes seria a vacina da gripe (influenza). Pois a vacinação 
contra este vírus (durante a pandemia de gripe de 2009) coincidiu com o aparecimento de 
alguns casos de narcolepsia em alguns países europeus [34]–[36]. O vírus responsável 
por este surto de doença, o H1N1,é genética e imunologicamente mais próximo do vírus 
da ―gripe espanhola‖ da pandemia de 1920, do que dos vírus sazonais atuais. 
Assim a vacina em questão pode, em indivíduos geneticamente suscetíveis, ter alterado 
os mecanismos de tolerância ao próprio, permitindo desta forma o desencadeamento de 
uma reação imune inadequada, traduzida numa reação autoimune. Nestas vacinas foi 
utlizado um adjuvante, (o AS03), conhecido por induzir uma reação inflamatória local 
acompanhada de febre. Assim e de acordo com Partinen et al., qualquer processo 
inflamatório (iatrogénico ou infeccioso), pode desencadear um processo autoimune. 
Neste contexto o autor sugere que este processo inflamatório exacerbado e contínuo 
atingiu o SNC, levando à destruição das células produtoras de hipocretina, e 
consequentemente, ao aparecimento da narcolepsia [34]. Estes estudos são 
preliminares, pelo que não é possível inferir ou relacionar com segurança, a ligação da 
vacina do vírus de H1N1, com o aparecimento de novos casos de narcolepsia [37]. 
No entanto, outros estudos, consideram que a relação que existe (narcolepsia e H1N1) 
não é com o adjuvante da vacina, mas possivelmente, com o próprio vírus. Já que, 
também após esta pandemia, surgiu um aumento do número de casos de Narcolepsia 
com Cataplexia independente da vacina, que pode ser correlacionado com os padrões 
sazonais e anuais das infeções respiratórias [36], [38].  
 
 
3. O Sistema Imune e o Sono 
 
O Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC – do inglês ―major histocompatibility 
complex‖), é um cluster de genes com múltiplos loci, que codifica moléculas da superfície 
da membrana celular [39]. As moléculas do MHC fazem parte do sistema de 
reconhecimento intercelular de reconhecimento e descriminação entre o próprio (self) e o 
não-próprio (non-self). Assim, o MHC determina a compatibilidade dos dadores em caso 
de transplante de órgãos, bem como a suscetibilidade do individuo a doenças autoimunes 
[39]. Em humanos este complexo é denominado de HLA (do inglês "Human Leukocyte 
Antigen"). 
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Este grupo de genes (HLA) está localizado no braço curto do cromossoma 6, tem cerca 
de 3500Kb de comprimento e está organizado em três classes (figura 9). Estes genes 
codificam proteínas da superfície celular, conhecidas por antigénios (esta designação 
teve origem na sua função nos transplantes de órgãos). A função das moléculas de HLA 
é a de apresentação de péptidos aos linfócitos T. Estes péptidos podem ter origem da 






Existem duas classes de antigénios HLA, denominados HLA classe I (HLA-A, HLA-B, 
HLA-C); e classe II (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR)[40]. A última secção, por vezes 
denominada de classe III (C2, C4B, C4A, Factor B e TNF)., contém, entre outros, os loci 
responsáveis pelo sistema complemento, hormonas e processamento de péptidos 
intracelulares. Assim, a região da classe III não faz parte do complexo HLA, mas está 
localizado dentro da região HLA, pois os seus componentes, ou estão relacionados com 
funções dos antigénios HLA ou, estão sob mecanismos de controlo similares aos dos 




A TNFα (Fator de Necrose Tumoral alfa) é uma citosina pró-inflamatória, envolvida na 
defesa do organismo e está implicada na patogénese de várias doenças [41]. Além disso, 
tem sido descrito que o TNFα é uma das mais importantes citosinas envolvidas na 
regulação do sono [42]. 
Figura 9: Representação esquemática do cromossoma 6 e localização da região HLA 
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O TNFα é um membro da superfamília TNF e tem um largo espetro de efeitos 
fisiológicos, nomeadamente na inflamação. O gene que codifica a proteína do TNF está 
localizado no cromossoma 6p21.31 na região HLA da classe III, aproximadamente a 850 
Kb do locus HLA-DR (lado telomérico) e a 250 Kb do locus HLA-B (lado centromérico) 
[42], [43]. 
As citosinas da família TNF são proteínas triméricas na superfície celular ou sob forma 
solúvel no plasma. O TNF é produzido por macrófagos e monócitos circulantes no 
sangue (TH1 – linfócitos T auxiliares ou ―helper‖ tipo 1, TH2 e linfócitos T citotóxicos - CTL) 
e ambas as formas são compostas por 3 cadeias proteicas idênticas (um homotrimero) 
[44]; estas células expressam as proteínas da família TNF como moléculas de superfície 
de membrana [41], [44]. No SNC o TNF é produzido por astrócitos, macrófagos e células 
microgliais e influencia o sistema imune periférico através do sistema linfático [41]. 
A produção de TNFα por macrófagos induz efeitos protetores locais; no entanto, o TNFα 
pode ter efeitos nocivos quando libertado sistematicamente (double-edge sword) [44], 
[45]. 
Estudos demonstraram um envolvimento significativo do sistema TNFα na regulação 
sono-vigília. Os níveis de TNFα no plasma, são elevados em doentes com patologias do 
sono, como o SAOS[19], [46]. Este aumento tem sido relacionado com o grau de 
fragmentação do sono. No entanto, há uma grande variabilidade nos níveis de TNFα 
observados, sugerindo a possibilidade de que alguns polimorfismos do TNFα possam 
influenciar estes resultados [42]. 
Recentemente, as citosinas têm sido associadas como parte reguladora do 
comportamento sono-vigília, tanto em animais como em humanos, sugerindo que estas 
possam estar envolvidas no desenvolvimento de sonolência diurna e fadiga [19], [47]. 
Tem sido reportado que o TNFα em particular, aumenta a quantidade e qualidade do 
sono N-REM, sendo que estes efeitos podem ser bloqueados por anticorpos específicos 
ou por antagonistas endógenos da ação de citosinas, tal como o p55 (um receptor solúvel 
de TNF) [48].  
Estudos em animais, associam o sistema TNFα à regulação fisiológica do sono [19], [46]. 
Experiencias em ratinhos e coelhos demonstraram que a administração de TNF aumenta 
o sono NREM e que a inibição de TNF endógeno, depois da administração de anticorpos 
ou recetores solúveis, inibe o sono espontâneo e atenua o aumento de sono após 
privação deste [41]. 
As citosinas inflamatórias do plasma funcionam em ritmo circadiano, com picos entre as 
1h-2h, normalmente quando ocorre o sono de ondas lentas (slow wave), sugerindo um 
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papel fisiológico desta citosinas no sono normal. Em doentes com EDS também foi 
observado um aumento dos níveis desta citosina durante a manhã (6h-7h), isto é fora do 
ritmo circadiano normal, apoiando este papel patofisiologico [19]. O aumento das 
citosinas inflamatórias (2 ou 3 vezes) no plasma de doentes com EDS, pode refletir um 
aumento na produção e/ou locais-alvo destas citosinas, neste caso, no SNC [19]. 
Foram identificados vários polimorfismos na região promotora do gene TNFα que podem 
ser responsáveis pelas variações nos níveis TNFα no plasma [42], [43]. O aumento na 
produção de TNFα, in vivo e in vitro, tem sido associado a um polimorfismo funcional do 
gene de TNFα, consistindo este numa substituição de uma Guanina (G) por uma 
Adenosina (A) na posição -308 da região promotora do gene [42]. 
Este polimorfismo (TNFα -308) aumenta a atividade do promotor e tem sido associado a 
várias doenças do foro imunológico. Vários estudos permitiram observar que o 
polimorfismo -308 G/A afeta, não só a expressão do gene mas também que o alelo A, 
raro, tem como efeito uma maior produção de TNFα [42], [49] afetando assim a regulação 
da síntese do TNFα a nível transcripcional [42]. 
Neste contexto e no pressuposto que níveis mais elevados de TNFα no plasma estão 
associados à sonolência excessiva diurna, a identificação deste polimorfismo pode ser 
um fator de risco a considerar para as patologias do sono [19]. 
 
 
3.2. HLA-DRB1* e HLA-DQB1* (HLA classe II) 
 
As moléculas HLA da classe II são formadas por duas cadeias polipéptidicas associadas 
de forma não-covalente: a cadeia α (33 kDa) e a cadeia β (28 kDa) [39]. Os genes que 
codificam para a cadeia α são designados como A, e os genes que codificam para a 
cadeia β são designados como B. Os genes que codificam as cadeias α e βdo HLA-DQ 
são HLA-DQA1 e HLA-DQB1, respetivamente. A cadeia α da molécula HLA-DR é 
monomórfica e todos os polimorfismos derivam dos genes cadeia β. Na molécula HLA-
DQ ambas as cadeias contribuem para o polimorfismo. 
 
Existem vários estudos sobre os genes do locus HLA e as patologias do sono. Alguns 
estudos genéticos revelaram uma forte associação do haplótipo HLA: DRB5*01:01-
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 no cromossoma 6, com mais de 95% de 
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indivíduos com Narcolepsia e Cataplexia (quase 100% dos indivíduos de ascendência 
europeia afetados) [28], [29], [50]. 
Este haplótipo HLA, representa um fator necessário para o desenvolvimento da 
narcolepsia, mas não é um fator de risco (não é particularmente sensível/específica) pois, 
cerca de 15-25% dos indivíduos da população geral e saudáveis são portadores deste 
haplótipo [28], [29], [50]. 
Estudos recentes de associação genética completa do genoma (GWAS) demostraram 
que o HLA DQB1*06:03, (HLA de classe II), é um alelo protetor contra a narcolepsia [50]. 
Outros polimorfismos genéticos, que não fazem parte do HLA (non-HLA: non-immune 
related polymorphisms),têm sido descritos como marcadores de suscetibilidade para a 
narcolepsia [51], [52]. 
 
4. O Sistema Serotonérgico e o Sono 
 
A avaliação da arquitetura do sono pode fornecer informações importantes relativas à 
ação dos agentes que afetam os diferentes recetores neurais no cérebro, tais como a 
serotonina [1].  
A serotonina (5a-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um neurotransmissor do sistema nervoso 
central, isto é, uma molécula que intervém na comunicação entre os neurónios, e 
desempenha um papel essencial de regulação em diversas funções cerebrais, incluindo 
aspetos distintos do sono, respiração, comportamento cognitivo, apetite, termorregulação 
e perceção da dor [53], [54]. 
Desde a sua descoberta que o sistema serotonérgico tem sido implicado na regulação do 
ciclo sono-vigília. Os primeiros estudos (em gatos), indicaram que a serotonina estava 
associada ao início e manutenção do sono, mas mais tarde apareceram indicações que 
os neurónios serotonérgicos também desempenhavam um papel na inibição do mesmo. 
Observou-se que a administração sistémica ou intra-cerebroventricular do precursor de 
serotonina (5-HT), 5-hydroxytryptophan (5-HTP) ou L-tryptophan, induziu sono em gatos. 
Nestas experiências, o bloqueio da síntese de 5-HT com PCPA 
(parachloroophenylalanine) teve como consequência, uma insónia duradoura, 
proporcional à redução de serotonina. A administração de 5-HTP restaurou de imediato a 
serotonina e o sono. Lesões (neurotóxicas ou eletrolíticas) dos Núcleos de Ralphe, que 
contêm 5-HT, também causaram insónia [1]. Subsequentemente, foi demonstrado que 
estas inconsistências eram devidas ao efeito diferencial da serotonina nos centros 
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promotores do sono e vigília no hipotálamo e tronco cerebral. Além disso, os múltiplos 
subtipos de recetores 5-HT, estão envolvidos diferencialmente na regulação das 
diferentes fases e estados de sono [55]. 
Níveis baixos de serotonina estão relacionados com alterações do sono. A serotonina 
facilita a síntese e a libertação de fatores indutores do sono, diminuindo a reação aos 
estímulos externos permitindo que o cérebro seja mais facilmente modulado por fatores 
indutores do sono, sendo ainda a mediadora responsável pelas fases III e IV do sono. 
Existe também uma diminuição na atividade de células serotonérgicas no sono REM, 
onde não há atividade motora[56], [57]. 
Outro fator a ter em conta é a influência deste sistema na desobstrução das vias 
respiratórias superiores. A respiração normal, durante a vigília ou o sono, depende do 
músculo genioglosso (inervado por neurónios do tronco cerebral). Existem grupos de 
células serotonérgicas e neuroadrenergicas que formam padrões paralelos, de forma a 
estimulam diretamente as células motoras no tronco cerebral, aumentando assim a 
atividade deste músculo (geniolosso). A atividade dos neurónios que se ligam aos 
neurónios motores tem picos de serotonina durante a vigília, que diminuem durante o 
sono, sendo mínimos durante o sono REM. Estas diferenças na atividade contribuem 
para o colapso da via respiratória e consequentemente obstrução da respiração durante o 
sono [58], [59] o que vai provocar micro-despertares. 
Podemos então afirmar que o sistema serotonérgico é um componente importante do 
sono e é um mediador da abertura das vias respiratórias durante o mesmo. 
Consequentemente, fatores que afetem estas atividades podem afetar o sono e distúrbios 
respiratórios [58], [59], e ser considerados como potenciais alvos para terapias, que têm 
como objetivo o controlo primário e secundário das patologias do sono. 
A serotonina atua através de uma grande família de recetores 5-HT (similares na sua 
estrutura molecular, sinalização e farmacologicamente) [58], [59]. São conhecidos mais 
de uma dezena de subtipos de recetores da serotonina que mediam a variedade de 
efeitos fisiológicos que esta provoca no Ser Humano. Em mamíferos, foram identificados 
sete famílias de recetores da serotonina (5-HT1-7), que abrangem 14 famílias distintas de 
subtipos de receptores. Também se sabe que estes subtipos são codificados por genes 
separados e têm um padrão de distribuição distinto no CNS [56].  
 
Neste trabalho analisámos dois subtipos de recetores da serotonina: o 5-HTR1B e o 5-
HTR2A. 
 




O recetor 5-HT1B humano (HTR1B) é codificado por um gene (sem intrões) de 1179 pb 
de comprimento localizado no cromossoma 6 [60], [61], mais especificamente no 6q14.3 
– q16.3 e codifica uma polipéptido de 390 aminoácidos [61]. O polimorfismo em estudo, 
861 G>C, não altera a sequência de aminoácidos do HTR1B [61]–[63]. 
A proteína HTR1B funciona como auto-recetor (pré-sináptico) e hétero-recetor (pós-
sináptico) em várias áreas do cérebro. Está envolvida nos mecanismos de resposta de 
contração arterial e de traços comportamentais, tais como a locomoção, alimentação e 
termorregulação [61], [64] entre outros. 
Este gene (5-HTR1B) atrai atenção, pelo facto de animais (ratinhos),sem este recetor 
funcional, apresentarem uma série de características comportamentais interessantes, 
ligadas sobretudo a patologias neuro-psiquiátricas [62], [65]. Os ratinhos knockout para 
este gene demonstraram alterações comportamentais, nomeadamente o aumento da 
agressão e impulsividade [61], [66], vulnerabilidade face à dependência de drogas e 
álcool[61], [67], [68]. O fator mais relevante decorrente deste estudo foi a ocorrência de 
perturbações no sono paradoxal (sono REM) [61], [69], permitindo confirmar a ideia de 
que os receptores 5HT1B, influenciam a mediação do controlo inibitório dependente da 




O gene que codifica o recetor 5-HT2Ahumano (HTR2A) está localizado no cromossoma 
13q14-q21 [56]. Este recetor é um componente essencial do sistema da serotonina, 
estando sua expressão sob controlo genético. Assim, polimorfismos de genes que 
codificam o recetor podem afetar o estado funcional do mesmo e, por sua vez, a atividade 
serotonérgica [59]. 
Além dos efeitos sistémicos (a vasoconstrição e a agregação de plaquetas), alguns 
mecanismos psicotrópicos, como sono e regulação ciclo circadiano, estão ligados a 
recetores 5-HT2A [53], [59], tal como a manutenção da estabilidade das vias respiratórias 
superiores.  
Foram identificados 299 SNPs (Single Nucleotide Polimorphims) deste gene, e foram 
investigados como candidatos funcionais em várias doenças neurológicas [56]. O 
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polimorfismo do gene em estudo, 5-HTR2A 102 T>C, é uma variante funcional e 
silenciosa (não altera a sequência de aminoácidos do receptor) mas pode alterar a 
estabilidade da transcrição do HTR2A e/ou eficiência da translação, baixando o nível de 
expressão deste recetor [56]. Esta diminuição do nível de expressão pode-se manifestar 
pela diminuição no número dos mesmo e da concentração de serotonina em neurónios 
pós-sinápticos, o que pode levar ao colapso das vias respiratórias [58], [59]. 
 
 
5. Excesso de Sono e Saúde Pública 
 
5.1. Excesso de sono e privação de sono 
 
É importante distinguir a sonolência da fadiga. Embora a fadiga possa ter como 
consequência secundária a sonolência. O momento do início do sono caracteriza-se 
pelas mudanças graduais em muitas características comportamentais e fisiológicas [4].  
A sonolência excessiva revela um sono insuficiente (porque é escasso ou pouco 
estruturado). É importante que se faça a identificação de novos bio-marcadores, que 
possam ajudar a medir ou quantificar a sonolência, bem como explicar a grande inter-
variabilidade individual, na suscetibilidade à perda de sono e à incapacidade neuro-
comportamental [70], já que isto pode ajudar a encontrar os meios que perturbam a 
homeostasia individual. Do mesmo modo que a sonolência excessiva acontece, 
desequilibrando biologicamente os indivíduos, o mesmo se passa com a privação do 
sono [71]. 
Em geral, nesta procura de equilíbrio homeostático, a privação parcial (redução do 
número de horas de sono) embora frequente é, por vezes, pouco valorizada, dando-se 
atenção ao que é mais objetivo, o excesso de sono, que se traduz por sonolência diurna 
excessiva ou hipersónia, alterando objetivamente o comportamento individual (o individuo 
mostra-se sonolento).  
A sonolência diurna é a manifestação mais evidente destas patologias no dia-a-dia dos 
doentes, caracterizando-se pela dificuldade em manter o estado de vigília, pelo que a 
pessoa adormece se não se mantiver ativamente desperta, afetando a atenção e a 
capacidade de concentração. Este facto tem consequências negativas no desempenho 
das mais variadas tarefas, nomeadamente na condução de veículos [72]. 
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O mau desempenho na condução é uma consequência muito séria da sonolência 
excessiva e os dados epidemiológicos apontam para que cerca de 20% dos acidentes 
rodoviários, relacionam-se diretamente com este sintoma [73]–[75]. 
A noção de sonolência diurna excessiva ou EDS (acrónimo em inglês para Excessive 
daytime sleepiness), integra duas dimensões qualitativamente diferentes, a saber:  
- A propensão para adormecer em situações de 
atividade/passividade (componente objetiva); 
-     A auto-perceção do sintoma(componente subjetiva).  
Existem vários graus de sonolência que vão desde a manifestação normal da 
necessidade de dormir, até à propensão inabalável para adormecer [76]. 
A medição do grau de sonolência é um processo complexo baseado em ferramentas 
objetivas e subjetivas, o que torna a sua definição difícil. Retomando a observação, já 
referida sobre a tarefa da condução, esta é determinada por uma atividade complexa ao 
nível psicomotor, requerendo para uma boa execução, um nível adequado de vigília, para 
que se dê uma interação eficiente, de forma a permitir uma boa recolha de informação 
por parte do condutor do ambiente rodoviário (peões, animais, piso, mudanças de 
direção, trajetórias dos outros veículos, sinalização, etc.) [77]. 
A recolha da informação por parte do condutor é cerca de 80% visual. Os acidentes 
rodoviários podem ser o resultado do adormecimento do condutor ao volante, mas 
também de uma má tomada de decisão, de uma desatenção ou da falta de perceção do 
risco, que podem ser ou não associados à sonolência, mesmo quando esta é mais 
presente durante o dia [77]. A auto-perceção da sonolência é muito importante na 
prevenção de acidentes (rodoviários ou de trabalho), uma vez que leva o condutor a 
utilizar medidas de prevenção simples, que passam pela ingestão de bebidas com 
cafeína ou pela opção de parar para descansar [78]. 
Além da EDS, cujas causas podem ser distintas (desde a fadiga a escalas de sono 
insuficientes, ou a patologias que limitam o sono), existem outros tipos de sonolência 
diurna excessiva ou hipersónia de causas desconhecidas. Entre estas, a Hipersónia 
Idiopática é uma entidade de diagnóstico, elaborada por exclusão de outras etiologias 
(Narcolepsia, SAOS, etc.). 
Já foram identificados vários bio-marcadores que podem explicar a variabilidade 
individual na resposta neuro-comportamental à privação de sono, incluindo polimorfismos 
genéticos, expressão génica, proteómica, marcadores inflamatórios (TNFα), medidas 
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comportamentais (vigilância psicomotora), espectroscopia/imagiologia funcional do 
cérebro funcional e medidas eletrofisiológicas [70]. 
Durante a exploração de marcadores biológicos das patologias do sono, é importante 
identificar marcadores que não só se alterem com a perda de sono ou vigília prolongada 
mas que também reflitam a pressão do sono a qualquer instante, esperando-se que 
tenha um valor preditivo quando medidos no estado basal [70]. 
 
5.2. As patologias do sono, as situações de risco e consequências 
psicossociais 
 
A narcolepsia influencia profundamente o comportamento individual, desde a qualidade 
de vida à educação e ao trabalho dos indivíduos [79]. Os pacientes mais jovens ficam 
muito incapacitados pelos episódios inesperados de sono durante as aulas. Os adultos, 
de qualquer área profissional, têm queixas referentes à sonolência no trabalho [79]. 
Aproximadamente 2/3 dos narcolépticos referiram ter adormecido enquanto conduziam e 
80% relataram terem adormecido no trabalho [80]. Os acidentes de viações são comuns 
e os indivíduos narcolépticos têm um sofrem mais perturbações ao nível de trabalho e um 
registo inferior na condução que os doentes epilépticos. Uma maior prevalência de 
depressão é comum, o que provavelmente reflete o problema psicossocial e os efeitos de 
uma doença crónica [80].  
No entanto, existem poucas evidências que sugiram que a narcolepsia está associada a 
uma psicopatologia específica [80]. Embora existam poucos estudos que avaliem a 
questão, aparentemente o desconforto motor (ex. ataques de cataplexia) é menos 
incapacitante que a sonolência. A qualidade de vida também é fortemente influenciada 
nos aspetos físicos e emocionais. A sonolência é o maior fator que explica a diminuição 
da qualidade de vida, os ataques catalépticos inesperados têm pouco impacto nos 
doentes [79]. No entanto, a narcolepsia tem um impacto no funcionamento psicossocial 
do individuo, especialmente, se os primeiros sintomas surgirem numa época de aumento 
de responsabilidade na escola ou trabalho. Muitas vezes os doentes isolam-se 
socialmente numa forma de autoproteção contra situações potencialmente embaraçosas 
[80].  
Como atrás foi referido, a condução é uma tarefa complexa e para que a sua realização 
seja feita com sucesso, é necessário que o condutor esteja vigilante e atento. A vigília 
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envolve pelo menos duas tarefas: estimar e responder adequadamente ao ambiente 
rodoviário; bem como controlar a sua posição, como condutor, na estrada.  
Assim, a tarefa da condução requer uma atenção redobrada quer na velocidade quer no 
controlo do veículo, bem como na monotorização dos fatores ambientais. Para que o 
condutor possa agir de uma forma segura é necessário que esteja atento ao ambiente 
rodoviário, para poder tomar as melhores decisões, o que pode ser difícil ou impossível 
em doentes com patologias do sono [71]. As falhas de atenção são os fatores 
predominantes em acidentes (rodoviários) causados por erro humano [81]. 
A sonolência do condutor parece ser pouco reconhecida nas bases de dados oficiais. De 
acordo com Kottebe, 2004, a polícia questiona pouco sobre este fato e os condutores não 
expõem esta dificuldade, do que resulta uma discrepância entre as baixas taxas de 
acidentes descritos devido a sonolência, as bases de dados e a elevada percentagem 
descrita por polícias que foram sensibilizados para o assunto (sonolência) como causa de 
acidentes [81]. 
Vários autores demonstraram um aumento de taxas de acidentes rodoviários em doentes 
com narcolepsia e apneia do sono. Em doentes narcolépticos, a tarefa de conduzir pode 
ser influenciada pela sonolência diurna e pela Cataplexia. Na maior parte dos países 
existem diretrizes legais no que respeita à obtenção de carta de condução por parte de 
doentes narcolépticos. Muitas autoridades têm ―guidelines‖ ou regulamentos no que diz 
respeito a estes doentes [81], a dificuldade encontrada por eles encontrada em se 
manterem alerta e com atenção, pode ser o fator responsável pelos acidentes rodoviários 
relacionados com sono (adormecer ao volante) [81]. 
Como a condução de veículos é uma tarefa que requer atenção total em diferentes 
fatores, a capacidade para conduzir deve ser avaliada intra-individualmente em cada 
doente [81] com alguma das patologias do sono. 
Independentemente da intensidade dos sintomas, também os pacientes que sofrem de 
SAOS tem um risco aumentado de acidentes rodoviários [82]. Em comparação com a 
população em geral, este risco está aumentado em média três vezes, variando entre 
duas a sete vezes nos principais estudos que analisaram esta relação [83]. É importante 
salientar que estes condutores também reportaram um grande número de ―quase 
acidentes‖ (―near misses”), o que sugere que têm muitas vezes perceção dos riscos da 
sua condução a tempo de evitarem a colisão [84].  
O risco aumentado de acidentes rodoviários em doentes com patologias do sono deve 
ser considerado um problema de saúde pública, sendo necessárias medidas mais 
rigorosas para rastrear os condutores que circulam nas estradas com patologias do sono 
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não tratadas [78]. Contribuir para o diagnóstico precoce de patologias do sono é um dos 
principais desafios da comunidade científica. As conclusões obtidas poderão ter um 
grande impacto no bem-estar físico, social, familiar e profissional dos indivíduos 
portadores destas patologias. 
Parece ser razoável que seja definida uma política comum, pelas autoridades 
internacionais, relativa à condução por doentes com Patologia do Sono. Atualmente, 
embora exista informação científica disponível, a maior parte dos países na Europa não 
inclui a síndrome de apneia do sono ou sonolência diurna excessiva, como condições 
médicas específicas que devam ser consideradas quando se avalia se uma pessoa está 
apta para conduzir [84], [85], sendo desejável que se crie uma diretiva europeia unificada 
sobre o assunto. 
Em Portugal, as patologias do sono não estão mencionadas explicitamente no código da 
estrada [86]. Este, divide os condutores em dois grupos (1 e 2) dependendo das 
características dos veículos para o qual estão habilitados a conduzir ou se exercem 
alguma profissão que implique o transporte de pessoas e/ou mercadorias.  
Para efeitos de condução a emissão ou renovação da carta de condução, os condutores 
do grupo 1 são apenas sujeitos a exame médico efetuado por médico de clínica geral. Já 
os condutores do grupo 2 têm de submeter a exames médicos especiais, exames 
psicotécnicos e a períodos de revalidação da sua carta de condução mais curtos.  
Devido a estes fatores, existem certas patologias que inibem o exercício da prática da 
condução de veículos a motor, entre elas a diabetes mellitus, doenças cardiovasculares, 
doenças neurológicas graves, como a ―epilepsia e as demais perturbações violentas do 
estado de consciência‖ que ―constituem um perigo grave para a segurança rodoviária se 
se manifestarem aquando da condução de um veículo a motor‖ [86], entre outras. 
Também é mencionado: ―regra geral, a carta de condução não deve ser emitida ou 
renovada a qualquer candidato ou condutor que sofra de uma doença não mencionada 
nos números precedentes susceptível de constituir ou provocar uma incapacidade 
funcional de natureza a comprometer a segurança rodoviária quando da condução de um 
veículo a motor, excepto se o pedido for apoiado por um parecer médico abalizado e sob 
eventual reserva de um controlo médico regular‖ [86]. 
A legislação de alguns países Europeus, como a Áustria, a Dinamarca, a Alemanha, a 
Grécia, a Irlanda e o Luxemburgo, também não menciona a Narcolepsia ou outra doença 
associada à EDS como fator impeditivo da capacidade de condução [87]. 
Noutros países Europeus (como o Reino Unido, a Finlândia, a Hungria, a Polónia e a 
Espanha) o médico tem a responsabilidade de informar as autoridades do estado 
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narcoléptico do indivíduo, e dependendo do grupo a que o condutor pertence e do 
controlo da doença, a carta pode ser emitida ou o indivíduo ser impedido de conduzir, 
embora com a ressalva que cada caso deve ser considerado individualmente [88].  
Fora da Europa, existe o caso dos Estados Unidos da América, onde a legislação 
existente varia consoante o Estado em questão [87]. Alguns não requerem a identificação 
dos doentes, enquanto outros impõem um período durante o qual o indivíduo tem de 
estar ‗livre‘ de sintomas ou incidentes. Em muitos dos Estados que impõem um período 
de tempo, existe ainda a necessidade de os médicos informarem o Estado sempre que é 
identificado um caso de Narcolepsia, enquanto outros apenas em caso de acidente 
causado por sonolência. Cada Estado retém ainda o direito de suspender a carta de 
condução ou aplicar restrições ao condutor (como por exemplo, proibição de conduzir em 
auto-estradas, à noite ou durante certos períodos de transito intenso). 
Na Nova Zelândia, a legislação diferencia entre grupos de indivíduos (relativamente à 
classe de veículos a que se propõem a obter/renovar a carta), e às circunstâncias de 
cada doente. Fundamentalmente, indivíduos com carta para uso privado (equivalente ao 
nosso grupo 1) não devem conduzir se a Narcolepsia os impedir ou incapacitar de 
efetuarem essa tarefa. Esta, pode ser retomada quando um especialista fornecer um 
parecer em como a doença está medicamente controlada. A autoridade responsável 
pode ainda impor condições para uma avaliação médica regular. Nos casos de 
condutores profissionais (equivalente ao nosso grupo 2) os indivíduos que têm 
Narcolepsia severa, Narcolepsia com EDS ou Narcolepsia com Cataplexia, são de forma 
geral considerados como ‗não aptos‘ para a condução de veículos [89].  
 
Nesta tese serão abordadas duas patologias do sono que causam sonolência excessiva: 
a Narcolepsia (com e sem Cataplexia) e a Hipersónia, procurando-se determinar 











Este trabalho tem como principal objetivo avaliar as implicações dos polimorfismos dos 
genes TNFα, HTR1B e HTR2A no desenvolvimento das Patologias do Sono em estudo. 
 
Gerais 
- Correlacionar a ocorrência de acidentes de viação e trabalho com a existência de 
Patologias do Sono; 
- Definir um coorte de doentes com patologias do sono em que se possam associar as 
alterações de sono com risco de ou com a ocorrência de acidentes 
- Utilizar a base de dados da Consulta do Sono do HSA/CHP para definir os doentes com 
Narcolepsia, Hipersónia, SAOS, que representam risco de acidente; 
- Identificar fatores genéticos de suscetibilidade em indivíduos com Patologias do Sono; 
- Identificar quais as comorbilidades presentes no coorte doentes com estas Patologias 
do Sono; 
- Avaliar o número de acidentes ocorridos nas três populações de doentes com diferentes 




A) Caracterização genética de três polimorfismos (dos genes TNFA, HTR1B e 
HTR2A) e dos loci HLA-DRB1* e DQB1* em duas populações de doentes 
estudados (Narcolepsia e Hipersónia) numa população do Norte de Portugal; 
 
B) Comparar as frequências dos polimorfismos dos genes TNFA, HTR1B e HTR2A e 
dos loci HLA-DRB1* e DQB1*, dos doentes com Narcolepsia (N e NC) com uma 
população controlo; 
 
C) Comparar as frequências dos polimorfismos dos genes TNFA, HTR1B e HTR2A e 
dos loci HLA-DRB1* e DQB1*, dos doentes com a Hipersónia com uma população 
controlo; 
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1. População estudada 
 
Neste trabalho foi estudada uma população de 124 doentes (53H; 71M) com queixas de 
sonolência excessiva diurna. Estes doentes, foram identificados clinicamente de acordo 
com os critérios ICSD (International Classification of Sleep Disorders), sendo seguidos na 
Consulta de Sono do Serviço de Neurofisiologia do Hospital de Santo António – Centro 
Hospitalar do Porto (HSA/CHP).  
Através da consulta dos processos clínicos, na presença do médico responsável, foi 
efetuada uma pesquisa das comorbilidades mais frequentes (de acordo com a pesquisa 
bibliográfica realizada), das queixas mais frequentes e o possível registo de algum 
acidente ou ―quase acidente‖ como consequência da patologia do sono, bem como de 
comportamentos minimizantes dos sintomas. 
 
Para o estudo foi utilizada uma população controlo (PC) constituída por 274 indivíduos 
(104H; 170M, idade 38 ±13 anos) domes mo grupo populacional, declaradamente 
saudáveis e provenientes da mesma área geográfica que a população doente. 
De acordo com a declaração de Helsínquia, o estudo foi aprovado pela comissão de 




2. Material Biológico e tratamento das amostras 
 
 
2.1 Colheita das amostras 
 
Nos indivíduos em estudo procedeu-se a uma recolha de 10 mL sangue periférico, obtida 
por punção venosa em dois tubos Vacutainer com anticoagulante EDTA 
(Ethylenediamine tetraacetic acid ou ácido etilenodiamino tetra-acético). 
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2.2 Extração de DNA genómico a partir de sangue periférico total 
 
A extração do DNA (Deoxyribonucleic acid -ácido desoxirribonucleico) genómico é o 
primeiro passo para a realização da análise genética. Neste trabalho a extração foi 
realizada através do método clássico de Salting-Out (adaptado de Miller et al. 1988)[90] a 
partir de sangue periférico total. Este processo consiste na extração de DNA a partir de 
um lisado celular impuro, as proteínas e outros contaminantes são precipitados a partir 
deste lisado, utilizando elevadas concentrações de sais, os precipitados são removidos 
por centrifugação e o DNA é recuperado por precipitação por álcool. 
A extração de DNA começa pela centrifugação dos tubos de sangue a 490gdurante 10 
minutos (Hettich Universal Zentrifugen), de forma a separar em fases e isolar as células 
mononucleares (leucócitos). Após a centrifugação, obtém-se uma fase celular (eritrócitos 
e buffy coat – anel de leucócitos) e uma fase líquida (plasma). Com o auxílio de uma 
pipeta de Pasteur retirar-se o plasma e o buffy coat para um tubo cónico de 50 mL, aos 
quais se adiciona RCLB (Red Cell Lysis Buffer) até perfazer os 50 mL. O RCLB é o 
tampão responsável pela lise de eritrócitos (células vermelhas do sangue),por diferença 
de pressão osmótica. Contém 1M de Tris-HCl a pH 7.2, 5M de NaCl e 1M de MgCl2. 
 O procedimento continua com o homogeneizar por inversão e incubar à temperatura 
ambiente 5-10 minutos. 
Seguidamente procede-se a uma centrifugação a 828g (Heraeus™ Megafuge™ 16R da 
Thermo Scientific™) durante 10 minutos a 4ºC. Rejeita-se o sobrenadante (glóbulos 
vermelhos e outros componentes celulares), tendo cuidado para não perder o pellet 
celular de leucócitos. Repete-se este passo até o pellet ficar limpo. 
Nesta etapa, adiciona-se ao pellet 3,5mL de TE2 (Tris-EDTA 2x), 200 µL de SDS 
(Sodium Dodecyl Sulfate) a 10%. Agita-se no vórtex e acrescenta-se 10 µL de Proteinase 
K (50mg/mL). Fica a incubar durante a noite num banho-maria a 42ºC (a temperatura 
ótima de atuação da enzima), com agitação lenta, para promover a digestão das células 
lisadas. 
O TE2 (1M de Tris-HCl a pH 7.2, 5M de NaCl e 0.5M de EDTA) é um tampão que cria as 
condições adequadas à manutenção do DNA e para a Proteinase K atuar. O SDS é um 
detergente que destrói as membranas celulares e nucleares. A Proteinase K é uma 
enzima que digere proteínas e inativa as DNases e as RNases. Este passo permite 
essencialmente a destruição das proteínas que posteriormente vão ser precipitadas, 
ficando o DNA livre no meio. 
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Transfere-se a mistura para um tubo cónico de 15 mL e adiciona-se 1 mL de NaCl 
(Cloreto de Sódio) a 6M, de forma a precipitar as proteínas. Agita-se o tubo 
vigorosamente durante alguns segundos, no vórtex. Deixa-se o tubo em agitação lenta 
durante 15 minutos, num agitador mecânico (Stuart Scientific – Platform Shaker STR6), 
até que a mistura apresente um aspeto leitoso resultante da precipitação das proteínas. 
Centrifuga-se a 1923g, durante 30 minutos a 23ºC (Heraeus™ Megafuge™16R 
daThermo Scientific™). Transfere-se o sobrenadante (que contem o DNA livre) para um 
tubo cónico de 50 mL, desprezando o pellet que contém as proteínas. Precipita-se o 
DNA, juntando ao sobrenadante aproximadamente 20 mL de etanol absoluto frio (-20ºC) 
e invertendo o tubo várias vezes, lentamente, até surgir o DNA concentrado num novelo. 
Lava-se o novelo de DNA com aproximadamente 5 mL de etanol a 70% frio (-
20ºC).Rejeita-se o etanol por inversão e remove-se o novelo de DNA para um microtubo 
de centrifugação (tipo Eppendorf®) de 2 mL. Ressuspende-se num volume de Tris-EDTA 
(tampão com 10mM de tris-HCl a pH 7.2 e 1mM de EDTA), determinado de forma 
empírica de acordo com o tamanho do novelo (este tampão é utilizado para que o DNA 
fique estável durante mais tempo). No final do procedimento deixar-se o DNA, durante 
algumas horas, num agitador rotativo (Stuart Scientific – Blood Tube Rotator SB1) até 
que este entre em solução. 
 
 
2.3 Quantificação e determinação da pureza do DNA 
 
O DNA genómico obtido foi quantificado através da determinação de densidade óptica 
com o espectrofotómetro NanoDrop (ND-1000 - Thermo Scientific) a um comprimento de 
onda de 260 nm. A partir dos dados obtidos, foi possível a preparação de soluções de 
trabalho com uma concentração final de 50 ng/μl. Para tal utilizou-se Água Bidestilada 
Estéril ―Braun‖ para a diluição das soluções originais. 
A avaliação do grau de pureza do DNA das amostras em estudo faz-se também por 
determinação da densidade óptica utilizando o espectrofotómetro Nanodrop (ND-1000). 
Determinando a razão de absorvância 260/230 para sais orgânicos e 260/280 para 
proteínas, apenas foram consideradas as amostras cujos valores destas razões se 
situem entre 1,8 e 2,0 (ou seja, uma amostra de boa qualidade e livre de contaminação). 
Após a quantificação de DNA, as amostras foram guardadas a uma temperatura de 
cerca de -20°C – soluções stock. 




Para este estudo foram utilizadas diferentes técnicas, tendo por base a técnica de PCR 
(Polimerase Chain Reaction). 
 
Figura 10: Esquema das técnicas de PCR utilizadas 
 
Técnica de PCR 
 
A reação de PCR, desenvolvida na década de 80, é um processo automatizado que 
permite a amplificação fácil, rápida e seletiva de fragmentos de DNA específicos [91] 
(figura 11). Esta metodologia consiste na amplificação enzimática de um fragmento de 
DNA, de forma exponencial, simulando o processo de replicação que ocorre in vivo.  
 
Uma reação de PCR consiste nas seguintes fases: 
- Desnaturação do DNA – incubação do DNA a 
uma temperatura de 95ºC para separar a dupla 
hélice em cadeias simples; 
- Emparelhamento (annealling) dos primers 
(oligonucleótidos) específicos que flanqueiam o 
DNA, diminuindo gradualmente a temperatura para 
cerca de 55ºC (esta temperatura varia de acordo 
com a composição do primer e da sua 
complementaridade com o DNA alvo); 
- Extensão da nova cadeia através da Taq 









Real Time PCR 
TaqMan®  HTR1B 
HRM HTR2A 
Figura 11: Representação do processo de PCR 
[116] 
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(temperatura ótima de ação da enzima), esta faz a extensão da cadeia. Usando como 
molde a cadeia a que cada primer está emparelhado, adicionando os respetivos dNTP‘s 
[adenina (dATP), timina (dTTP), guanina (dGTP) e citosina (dCTP)] para que a extensão 
se efetue. 
A análise dos resultados de PCR é feita de diferentes formas, considerando a técnica de 
biologia molecular utilizada.  
 
3.1 Análise do polimorfismo -308 (G/A) do gene do TNFa por PCR-RFLP 
 
Para a análise do polimorfismo -308 G>A do gene do TNFα (rs1800629) foi utilizada a 
técnica de PCR-RFLP – Restriction Fragment Lenght Polimorphism. 
Este foi o primeiro polimorfismo do gene TNFA a ser descrito, e envolve uma alteração de 
uma única base alélica de uma guanina (G) por uma alanina (A), na posição -308 da 
região promotora do gene [92]. 
 
Técnica de Digestão Enzimática (RFLP) 
 
A ocorrência de uma mutação pontual pode originar a criação ou eliminação de um local 
de restrição e essa característica pode ser usada para diagnóstico da mutação. O método 
consiste na digestão do produto da amplificação (PCR prévio) com enzimas de restrição 
e no estudo do tamanho dos fragmentos produzidos por esta. Estas endonucleases, 
desempenham um papel importante no estudo dos polimorfismos do DNA, pois 
reconhecem e cortam o DNA em sequências nucleotídicas específicas. Os diferentes 
fragmentos resultantes desta digestão - os RFLPs, são separados por electroforese em 
gel de agarose [onde os fragmentos com menor peso molecular (mais pequenos) migram 
mais no gel, em comparação com os de maior peso molecular)e visualizados por 
coloração com brometo de etídeo [91]. 
 
 Protocolo da reação de PCR 
 
O primeiro passo desta análise será o de amplificar o DNA utilizando o protocolo descrito 
na tabela 3. Adicionaram-se os reagentes para um volume final de 20 µL. 
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Na tabela seguinte descreve-se a solução de reação (mastermix) utilizada: 
Componente Concentração stock Concentração final 
Tampão NH
4+
 10x 1x 
dNTP‘s 25 mM 0,20 µM 
Primer 1 – TNFup 10 µM 0,50 µM 
Primer 2 – TNFre 10 µM 0,25 µM 
Taq® DNA Polymerase 5 U/µL 1 U/ µL 
MgCl2 50 mM 3,00 mM 
H2O - - 
DNA 50 ng/µL 50 ng/µL 
Tabela 3: Concentração dos constituintes/reagentes da mastermix 
 
 
Os primers utilizados tinham as seguintes características (tabela 4): 
 
Gene Polimorfismo Sequência dos primers 
Nº pares de bases do produto 
de PCR 
TNFa -308 G>A 
TNFup _ 5‘ AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3‘ 
264bp 
TNFrev_ 5‘ CAGCGGAAAACTTCCTTGGT 3‘ 
Tabela 4: Sequência nucleotídica dos primers para amplificação do TNFA e tamanho do produto de PCR 
 
Em todos os protocolos efetuados incluiu-se um controlo positivo para cada um dos 
genótipos (GG, GA e AA) e um controlo negativo (água bidestilada ―Braun®‖). Após a 
preparação das amostras para amplificação, estas foram colocadas no termociclador 
(Applied Biosystems, GeneAmp®PCR System 2700) para que a reação de PCR pudesse 
ocorrer, tendo sido utilizado o seguinte perfil térmico (tabela 5):  
 
Passo Temperatura Duração 
Desnaturação inicial 95ºC 2 Minutos 
Amplificação 
Desnaturação 95ºC 15 Segundos 
45 Ciclos Alongamento 58ºC 1 Minuto 
Extensão 72ºC 30 Segundos 
Extensão final 72ºC 2 Minutos 
Tabela 5:Perfil térmico da amplificação 
 
 
 Electroforese em gel de agarose a 1,5% 
 
Os produtos de amplificação foram visualizados em géis de agarose 1,5% preparados 
com o tampão electroforético TAE1x.  
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A 5 μL cada produto amplificado adicionou-se 1 μL de loading buffer (BIOLINE, 5xDNA 
Loading Buffer, blue). As amostras foram carregadas no gel de agarose, juntamente com 
um Marcador de Peso Molecular – 2μL (Hyperladder Bioline,100-1000pb). 
A eletroforese horizontal decorreu a uma voltagem constante. Após uma migração de 2/3 
do gel interrompeu-se a eletroforese e o gel foi transportado para o analisador de 
imagens acoplado a um transiluminador ultravioleta e a imagem foi captada (figura12) por 
uma câmara digital utilizando o software apropriado (BioDOCAnalyze biometra alfagene). 
 
 
Figura 12: Exemplo da amplificação inicial para o polimorfismo -308 G>A do gene TNFA 
 
 
 Protocolo da reação de RFLP 
 
Para o estudo deste polimorfismo foi necessário incorporar um local polimórfico 
específico na sequência a amplificar (Tabela 6). Tal foi feito com a utilização de primers 
(TNFup) que foram desenhados especificamente para incorporar um local polimórfico na 
posição -308 bp do gene TNFα, e torna-lo um local de reconhecimento para a enzima de 
restrição (NcoI) [92], [93]. 
 
 Sequência nucleotídica do local de reconhecimento 
Sequência de referência 5‘ GCATGG/A 3‘ 
Primer TNFup 5‘ CCAT 3‘ 
Enzima de restrição (NcoI) 5‘ CCATGG  3´ 
Sequência amplificada 5‘ CCATGG/A 3´ 
Tabela 6: Representação do local polimórfico para reconhecimento da enzima de restrição NcoI 
 
Depois de comprovada a amplificação, os produtos foram submetidas a uma digestão 
com a enzima de restrição NcoI (Thermo Scientific). 
A B C D E F G Ladder 
264bp 
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A mistura da digestão, continha por amostra: 1.0 U/μL de enzima de restrição (NcoI da 
Thermo Scientific), 10x de Solução Tampão (Buffer tango da Thermo Scientific) para um 
volume final de 10 μL. 
O processo de preparação da digestão enzimática foi feito a uma temperatura baixa 
(numa placa que mantinha a temperatura dos componentes utilizados perto dos 0ºC) 
para que a enzima se mantivesse inativa até ao momento de a reação iniciar. A solução 
final foi então colocada na estufa (Memmert 854 Schwabach) a 37ºC (temperatura ótima 
para a enzima atuar) durante16 horas. 
 
 Electroforese em gel de agarose a 4% e aquisição da imagem 
 
Os produtos de digestão enzimática foram visualizados em géis de agarose 4% 
preparados com o tampão electroforético TAE 1x. A eletroforese e a captação da imagem 
obtida (figura 13) foram efetuadas como anteriormente descritas. 
 
 
Figura 13: Exemplo de uma digestão enzimática do TNFα em gel de agarose 4% com a enzima NcoI. 
 
O tamanho e número de bandas dos fragmentos digeridos e o genótipo correspondente, 
estão representados na tabela 7. 
 















Tabela 7: Representação esquemática da ação da enzima NcoI 
Ladder A B C D E F 
264 bp 
244 bp 
 AA       AA      GA      GA       GG     GG 
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3.2 Análise do polimorfismo no recetor da serotonina 1B – Real time PCR 
 
O polimorfismo do gene 5-HTR1B em estudo é o rs6296, ao qual corresponde a 
substituição de uma G por uma C na posição 861. Para a sua genotipagem foi utilizado a 
técnica de PCR em Tempo Real. E devido ao facto de os produtos de PCR terem 
temperaturas de fusão muito próximas, foi necessário recorrera uma metodologia mais 
específica, neste caso à utilização de sondas TaqMan®. 
 
Técnica de PCR em Tempo Real (Real Time PCR) 
 
A PCR em tempo real, também conhecida como PCR quantitativa (qPCR) ou PCR em 
tempo real quantitativa (RTQ-PCR), foi descrita pela primeira vez em 1993 por Higuchi et 
al. [94]. Esta metodologia é semelhante à da técnica da PCR convencional, no entanto a 
sua característica diferenciadora é a capacidade de amplificar e detetar simultaneamente 
uma sequência de DNA, recorrendo a uma monotorização em tempo real por técnicas de 
fluorescência [95] (pelo uso de fluoróforos ou sondas fluorescentes), levando à obtenção 
de curvas de fluorescências. Assim, as fases de amplificação, deteção e quantificação 
deste método são totalmente automatizadas, ocorrendo em simultâneo e em tempo real 
[96]. Com esta metodologia será possível realizar uma discriminação alélica e dessa 
forma determinar os genótipos em causa. 
 
 TaqMan® 
Nesta análise utilizou-se como sistema de deteção a 
tecnologia TaqMan® (figura14), que tem por base o uso 
de sondas de hibridação específicas marcadas com 
fluoróforos (―reporter‖). 
Neste método, a sonda TaqMan® híbrida por 
complementaridade com a sequência alvo de DNA em 
cadeia simples, para efetuar a amplificação.  
Nesta etapa, a sonda TaqMan® é degradada devido à 
atividade exonucleotídica 5‘-3‘ da Taq DNA Polimerase, 
separando a molécula ―quencher‖ (supressor, que 
aceita a energia do fluoróforo) da molécula ―reporter‖ Figura 14: Representação esquemática do 
processo Real-Time PCR com sonda TaqMan® 
[117] 
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durante a extensão. Esta degradação impede que o ―quencher‖ absorva a fluorescência 
emitida pela molécula ―reporter‖, levando a um aumento do sinal detetado pelo software 
do equipamento [97], [98]. 
 
Protocolo da reação de PCR em tempo real 
 
Os primerse as sondas utilizadas tinham as seguintes características (tabela 8): 
 





S: 5‘ ACGTCCTCGGTCACCTCTATTAAC 3‘ 57,8ºC 
A: 5‘ GTCGGAGACTCGCACTTTG 3‘ 58,5ºC 
Sequência das sondas Tm 
wt: FAM _ CTTGGTTCACATACACAGGAGATC_BBQ 55,7ºC 
mt: YAK _ CTTGGTTGACATACACAGGAGATC_BBQ 55,7ºC 
Tabela 8: Informação do polimorfismo e sequência de primers e sondas utlizadas para o processo 
Real-Time PCR TaqMan® 
 
A mastermix de reação otimizada foi preparada para um volume final de 10 μL. A 
mastermix continha água bidestilada estéril Braun ®; mistura de amplificação comercial 
TaqMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), os 
primers e as sondas.A mistura foi agitada e distribuída por tubos de reação onde 
previamente tinha sido adicionado 12,5 ng de DNA (tabela 9). 
 
Componente Concentração stock Concentração final 
TaqMan® Universal PCR Master Mix  4x 1x 
Primer S  100 µM 0,18 µM 
Primer A 100 µM 0,10 µM 
Sonda wt 20 µM 0,25µM 
Sonda mt 20 µM 0,25 µM 
H2O - - 
DNA 12,5ng/µL 1,25 ng/µL 
Tabela 9: Concentração dos reagentes RT-PCR da mix. 
 
Em todos os protocolos efetuados incluiu-se um controlo positivo para cada um dos 
genótipos (GG, GC e CC) e um controlo negativo (água bidestilada ―Braun®‖). As 
reações de amplificação e deteção foram realizadas num termociclador com um 
fluorímetro incorporado – Corbett Rotor Gene 6000 Real-Time Thermocycler (Corbett 
Research) com o programa adequado (tabela 10). 
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Passo Temperatura Duração 
Hold time 90ºC 10 Minutos 
Amplificação 
Desnaturação 95ºC 15 Segundos 
40 Ciclos Alongamento 58ºC 40 Segundos 
Extensão 72ºC 20 Segundos 
Tabela 10: Perfil térmico utilizado na amplificação 
 
Tendo por base as fluorescências emitidas foram obtidos três genótipos distintos (GG, 
GC e CC) relativamente ao polimorfismo em estudo. Após esta caracterização foi 
realizada uma análise estatística. 
 
3.3 Análise do polimorfismo no recetor da serotonina 2A – PCR em tempo 
Real por HRM 
 
Para a genotipagem do polimorfismo no recetor 5-HT2A (rs6313), que consiste na 
substituição de uma T por uma C na posição -102, foi utlizada a técnica de PCR em 
Tempo Real com recurso a High Resolution Melting Curve Analysis (HRMca). 
 
Técnica de HRM 
 
A análise de HRM (High Resolution Melting – melting de alta resolução) é um método útil 
para discriminar variantes de sequências de DNA, neste caso de SNP. Esta metodologia 
permite que a reação seja efetuada num termociclador com deteção de fluorescência em 
tempo real, no qual as etapas de amplificação e do HRM são feitas em sistema fechado. 
O que permite que a técnica se realize de uma só vez [99].  
Esta técnica consiste na utilização de fluoróforos intercalantes (Syto9 neste trabalho) 
de DNA de cadeia dupla, cuja emissão de fluorescência é máxima quando se 
encontram ligados ao DNA intacto. Após a reação de PCR, a temperatura aumenta 
progressivamente, dissociando as duas cadeias da molécula de acordo com a sua 
temperatura de melting (característica de cada amplicão), num processo de 
desnaturação. Assim, o fluoróforo deixa de estar associado à molécula, diminuindo a 
intensidade da fluorescência emitida, e obtendo-se perfis diferentes, consoante a 
composição nucleotídica de cada sequência [100]–[102]. Através da análise destas 
curvas de fusão, é possível discriminar o genótipo das sequências amplificadas. 
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Protocolo de HRM 
 
Para a realização da técnica de PCR foram utilizados primers com as seguintes 
características (tabela 11): 
 




Primer F1: 5‘ TGATGACACCAGGCT 3‘ 
Primer R1: 5‘ CAGGAAAGGTTGGTTCGATT 3‘ 
Tabela 11: Informação do polimorfismo e sequência nucleotídica dos primers utilizados para a reação 
Real-Time PCR – HRM. 
 
A mastermix de reação (otimizada) foi preparada para um volume final de 9 μL. A mix 
continha água bidestilada estéril Braun®; mistura de amplificação comercial Rotor-
Gene™Probe PCR MasterMix (que contém todos os reagentes necessários para a 
realização do PCR),os primers (F1 e R1)e o fluoróforo Syto9 green (Invitrogen). A 
mistura foi agitada e distribuída por tubos de reação onde previamente tinha sido 
adicionado 50 ng de DNA (tabela 12). 
 
Componente Concentração stock Concentração final 
Rotor-Gene™Probe PCR MasterMix 2x 1x 
Primer F1  10 μM 0,20 μM 
Primer R1  10 μM 0,20 μM 
Syto 9  50 μM 1,5 μM 
H2O - - 
DNA 50 ng/µL 5,6 ng/µL 
Tabela 12: Concentração dos reagentes RT-PCR da mix usada na genotipagem 
 
Todos os protocolos efetuados incluíram um controlo positivo para cada um dos 
genótipos (TT, TC e CC) e um controlo negativo (água bidestilada ―Braun®‖). As reações 
de amplificação e deteção foram realizadas no aparelho Rotor Gene 6000 Real-Time 
Thermocycler (Corbett Research) com o programa descrito na tabela 13. 
 
 Hold time 90ºC 10 Minutos  Condições do HRM 
40x 
Desnaturação 90ºC 30 Segundos  Na passagem 75º C 90ºC aumento de 0,2ºC por 
cada passo; espera de 90 segundos de condição pré-
melt no primeiro passo, espera de 2 segundos até à 
passagem ao passo seguinte. 
Alongamento 56ºC 30 segundos  
Extensão 72ºC 60 Segundos  
Tabela 13: perfil térmico e condições do HRM 
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As curvas de melting foram analisadas por normalização no programa associado ao 
termociclador – Rotor-Gene™ real-time rotary analyzer, version 1.7 (Cobett Reserch) – 
tendo-se obtidotrês grupos distintos, os heterozigóticos (TC) e os homozigóticos (TT, 
CC), representados na figura 15. 
 
 
Figura 15: Curvas de amostras de DNA analisadas por Real Time PCR – HRM 
(fluorescência/temperatura) 
 
A partir da análise das curvas de fusão (melting) foi possível obter o genótipo relativo ao 
polimorfismo em estudo, tendo de seguida sido feita a análise estatística. 
 
Como controlo do método PCR-HRM, algumas amostras foram genotipadas utilizando a 
técnica de PCR-RFLP.  
Para tal utilizou-se o seguinte protocolo (tabelas 14 e 15), e o termociclador Primus 96 
plus GmbH Mechatronic Systemspara realização da amplificação. 
 
Componente Concentração stock Concentração da reação 
Go Taq® DNA Polymerase 5 U/μL 0,040 U/μL 
Primers F e R 10 μM 0,50 μM 
dNTP‘s mix 25 mM 0,20 μM 
Tampão NH4+ 10x 1x 
MgCl2 50 mM 2,00 mM 
H2O - - 
DNA 50 ng/μL 2,50 ng/μL 
Tabela 14: Reagentes da mix usada no PCR-RFLP 
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Passo Temperatura Duração 
Hold 94ºC 3Minutos 
Amplificação 
Desnaturação 94ºC 30Segundos 
35 Ciclos Alongamento 58ºC 30 Segundos 
Extensão 72ºC 1 Minuto 
Extensão final 72ºC 3 Minutos 
Tabela 15: Condições térmicas da análise PCR-RFLP 
 
De seguida foi usada a enzima de restrição MspI (Fermentas) nas condições 
indicadas na bula e cujas características estão indicadas na tabela 16. 
 
 















Tabela 16: Ação da enzima de digestão MspI 
 
 
Os produtos de digestão enzimática foram visualizados em géis de agarose 3%, 
preparados com o tampão electroforético TBE 1x. A eletroforese e a captação da imagem 
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3.4 Identificação dos alelos HLA – classe II – por PCR-SSP 
 
A identificação dos alelos HLA classe II foi realizada por amplificação do DNA genómico, 
utilizando a técnica de PCR - SSP (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific 
Primers) [103], [104]. Esta baseia-se na premissa que primers com correspondência 
completa descriminam vários alelos ou grupo de alelos durante o processo de PCR e 
como tal, são utilizados de forma mais eficaz [103], [104]. 
De forma a se realizar a amplificação de baixa resolução dos alelos dos loci HLA-DRB1 e 
DQB1, distribuiu-se os primers usados para a genotipagem de cada alelo. Para a tipagem 
HLA-DRB1 e DQB1 distribuíram-se 5 μL de cada uma das misturas de primers (24 
misturas de primers para o DRB1 e 23 misturas de primers caseiros para o DQB1) em 
tubos de PCR [105]. Para efetuar a reação de amplificação dos loci HLA-DRB1 e HLA-
DQB1, preparou-se uma mistura de PCR, num microtubo de centrifugação (tipo 
Eppendorf®). Esta mistura de PCR é composta por: ddH20, Taq (5U/μL), MasterMix 
(tabela 17) e DNA (25ng/μL). 
 
Componente Concentração stock Concentração na mix Concentração final 
ddH2O estéril  - - 
Green Buffer (kit) 5x 3x 1x 
MgCl2 25mM 6mM 2mM 
Mix dNTP‘s 25mM 600 μM 200 μM 
Tabela 17: Componentes da MasterMix para o PCR-SSP 
 
Depois de preparada a mistura de PCR e agitada no vortex, adicionam-se 5 μL desta mix 
a cada por cada tubo de PCR, previamente preparado com as misturas de primers. De 
seguida, a reação de PCR foi realizada num termociclador, de acordo com o programa de 
amplificação apropriado (tabela 18). 
 
Passo Temperatura Duração 
Hold 95ºC 2 Minutos 
Amplificação 
1º Passo 
Desnaturação 95ºC 15 Segundos 
5 Ciclos 
Alongamento 58ºC 40 Segundos 
2º Passo 
Desnaturação 95º C 10 Segundos 
15 Ciclos Alongamento 64º C 30 Segundos 
Extensão 72º C 30 Segundos 
3º Passo 
Desnaturação 95º C 10 Segundos 
10 Ciclos Alongamento 60º C 30 Segundos 
Extensão 72º C 30 Segundos 
Hold 72º C 7 Minutos 
Tabela 18: Perfil térmico do processo de PCR-SSP 
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Ao produto amplificado adicionou-se 1μL de Loading Buffer (10x). Esta mistura foi sujeita 
a uma electroforese horizontal num gel de agarose a 1,5 %. O gel foi mergulhado no 
tampão TAE 1x numa tina de electroforese. A eletroforese horizontal decorreu a uma 
voltagem constante. Após uma migração de 2/3 do gel interrompeu-se a eletroforese e o 
gel foi transportado para o analisador de imagens acoplado a um transiluminador 
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4. Análise estatística 
 
 
As frequências fenotípicas dos genes HLA classe II (HLA-DQB1 e DRB1) e as 
frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos (SNPs) HTR1B (861 G>C), HTR2A 
(-102 T>C) e TNFa (-308 G>A) foram obtidas por contagem direta. 
O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado nos polimorfismos estudados utilizando o 
teste de Qui-quadrado (χ2).  
Para a análise das frequências genotipicas foram realizados o teste de Qui-quadrado (χ2) 
ou o teste exato de Fisher, conforme apropriado. O Odd Ratio (OR) foi calculado como 
uma aproximação ao Risco Relativo. Esta medida estatística quantifica diretamente a 
probabilidade que um indivíduo que possui determinado alelo de um gene tem de possuir 
a doença, comparando com aqueles que não possuem o alelo. 
Para avaliar a independência dos alelos estudados aplicou-se o método de regressão 
logística binária stepwise forward, onde as variáveis independentes foram sendo 
introduzidas, até que a adição de uma nova variável independente não acrescentasse 
mais informação ao modelo. Este método permite avaliar as relações de dependência de 
uma variável dependente a partir do comportamento de uma ou várias variáveis 
independentes. Considerou-se como estatisticamente significativo, valores de p inferiores 
a 0,05. 
De forma a realizar a análise estatística recorreu-se ao software Statistics Package for 








































1. Análise dos Processos Clínicos 
 
1.1 – Distribuição da população 
 
Após a análise dos processos clínicos de indivíduos com Patologia de Sono, foram 
selecionados 124 doentes (53 mulheres e 71 homens) com os seguintes diagnósticos 
clínicos: 
- Sessenta e oito (68) Indivíduos com Hipersónia (33M, 35H), idade média à data 
do diagnóstico - 38,2 anos; 
- Quinze (15) Indivíduos com Narcolepsia (4M, 11H), idade média à data do 
diagnóstico - 34,2 anos; 
- Quarenta e um (41) Indivíduos com Narcolepsia e Cataplexia (16M, 25H), idade 
média à data do diagnóstico - 32,8 anos. 
 
1.2 – Ocorrências referidas pelos doentes 
 
Dos 124 processos analisados, em 12 estava referenciado a ocorrência de acidente 
rodoviário. Em cinco processos estava assinalado que o doente esteve envolvido em 
múltiplos casos de acidentes. Em nove processos foi mencionado a ocorrência de ―quase 
acidente‖ (―near misses‖) rodoviário ou ―toque‖ (do automóvel), sendo que em todos eles 
este foi um comportamento repetido. 




- Acidente de automóvel 
- Despiste 
- ‗Quase acidente‘ – identificando-se na literatura por ―near misses” 
- ‗Carro na valeta‘ 
- ―Toques‖ 
- ‗Acidente súbito a conduzir‘ 





- Adormecer a conduzir 
- Adormecer nos semáforos 
- EDS a conduzir 




1.3 – Comportamentos adaptativos à doença 
 
Os doentes adotaram comportamentos minimizantes dos sintomas (EDS) como os a 
seguir transcritos:  
- Parar em todas as estações de serviço/parques de descanso quando realiza 
viagens; 
- Levar um acompanhante quando realiza uma viagem; 
- Consumir bebidas energéticas ou com cafeína; 
- Conduzir pequenas distâncias de forma a não adormecer; 
- Deixar de conduzir; 
- Realizar pequenas sestas. 
 
1.4 – Comorbilidades 
 
As comorbilidades mais frequentes mencionadas nos processos clínicos foram: 
- Excesso de peso / obesidade (5 indivíduos) 
- Roncopatia (15 indivíduos) 
- Apneia de sono (8 indivíduos) 
- Depressão (5 indivíduos) 
 
1.5 – Profissão dos doentes 
 
As profissões destes doentes são diversas, encontram-se dispersas por todos os setores 
de atividade da sociedade, distribuindo-se da seguinte forma: 
 
- Estudante - Policia/militar - Bombeiro 
- Jardineiro - Carpinteiro - Enfermeiro 
- Trabalho por turnos - Reformado - Empresário 
- Engenheiro - Eletricista - Operário fabril 
- Professor - Técnico de eletrónica - Comerciante 
- Médico - Motorista - Oficial de justiça/jurista 
- Pedreiro - Advogado - Chapeiro automóvel 




- Excesso de Sono Diurno 
- ‗Adormecer nas aulas‘ 
- ‗Adormecer no trabalho‘ 
- ‗Adormece em qualquer lado‘ 
- ‗Adormece em qualquer circunstância‘ 
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2. Genotipagem dos polimorfismos TNFα,HTR1B, HTR2A e 




Dos 68 doentes com Hipersónia, a identificação dos polimorfismos dos genes TNFα, 
HTR1B e HTR2A foi efetuada em 56 doentes; a identificação dos alelos do locus HLA-
DQB1* foi efetuada em 60 doentes e a identificação dos alelos do locus HLA-DRB1 em 
64 doentes. 
 












SD013 GA GG TC - - 15 12 
SD015 GG GG TC - - 03 X 
SD017 GG GG TT - - 03 09 
SD021 GG CC CC - - 01 02 
SD022 GA GC TC 02 04 - - 
SD023 - - - 03 0602 - - 
SD025 GG GG TC - - - - 
SD032 GA GG TC 02 03 02 03 
SD033 GG CC TT 02 03 03 04 
SD034 GA GC TC 02 06051 0701 1302ou1424 
SD036 GG GC CC 03 X 04 11 
SD037 GG GG TC 02 05 0103 0701 
SD039 GG GC CC 05 0602 - - 
SD041 GG GG TC 05 06 01 13 
SD042 GG CC CC 06 0603 13 16 
SD043 GG GC CC 03 05 04 1001 
SD044 GG GG TC 05 0603 13 1404 
SD045 GG GG TC 03 0603 11 11 ou 13 
SD046 GG GG TC 05 06 01 15 
SD048 GG GG TC 03 0603 0103 13 
SD049 - - TT 02 03 0701 X 
SD050 GG GC TT 02 05 0103 0701 
SD052 - - - 03 0602 04 15 
SD053 - - - 02 05 01 0701 
SD054 - - - 02 05 01 0701 
SD056 - - - 02 03 0701 11 
SD057 - - - 03 X 11 X 
SD058 - - - 02 06 0701 15 
SD059 GA GG TC 02 0603 0701 13 
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SD061 GA GC CC 02 03 03 11 
SD062 GG GC TT 03 X 0103 11 
SD063 - - - 0201 03 03 04 
SD065 GG GC TC 02 X 03 07 
SD066 GG GC TT 02 03 04 0701 
SD067 GG GG TC 0501 06 10 13 ou 1424 
SD068 GG CC TC 02 05 01 03 
SD069 GG GG TC 02 03 03 11 
SD071 GG GG TT 02 03 07 11 
SD072 GG GG TC 02 05 01 03 
SD073 GA GG TC 02 03 03 11 
SD074 GA GC TC 03 0603 11 13 
SD076 GA GC TC 03 04 04 08 
SD077 GA GG CC 02 05 07 14 
SD078 GG GG TC 03 05 01 0701 
SD079 - - TC 02 03 04 0701 
SD080 GG GG TC 03 05 - - 
SD081 GG GC TC 0501 06 01 13 ou 1424 
SD082 GG CC TT 02 05 03 16 
SD084 GA GG TT 02 04 03 08 
SD088 GG GG TC 03 0501 01 04 
SD089 GG GC TC 02 03 0701 0901 
SD090 GA GC CC 02 0603 03 13 
SD092 GA GC TT 02 0402 0701 08 
SD094 GA GC TT 02 0402 0701 08 
SD096 GG GC TT 02 0302 01 0701 
SD097 GG GG TC 02 0601 03 15 
SD099 GG GC TC 03 0501 01 04 
SD100 GG GC TT 0501 0602 01 15 
SD101 - - - 02 0603 03 13 
SD102 GG GG CC 06 X 1302 ou1424 15 
SD103 GG GG TC 03 X 04 12 
SD104 GG GC TC 03 0602 13 15 
SD105 GG GC TC 02 03 03 09 
SD113 GA GG TC 02 03 0701 11 
SD114 GG GG CC 0501 0503 0103 04 
SD116 GG GG CC 03 0402 08 13 
SD117 GG GG TC 03 0603 11,13 OU 11,X 
SD123 - - - - - 03 04 




Como população controlo foram estudados 206 indivíduos para a polimorfismo -308 do 
gene TNFα, 270 indivíduos para os polimorfismos 861 do gene HTR1B e -102 do gene 







2.1.1. TNFα e Hipersónia 
 
As frequências do polimorfismo -308 G>A do gene TNFa na população com Hipersónia e 
na população controlo estão descritas na tabela 20. 
 
Alelo 
PC (n=206) Hipersónia (n=56) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 147 71% 40 71% 
0,997 0,518 - 1,916 0,992 GA 53 26% 16 29% 
AA 6 3% 0 0 
G 374 84% 96 86% 1,124 0,622 - 2,031 
0,699 
A 65 16% 16 14% 0,890 0,492 - 1,608 
Tabela 20:Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFa na população 
controlo (PC) e na população com Hipersónia (H). 
 
As frequências alélica e genotípica do polimorfismo -308 G>A da população com 
Hipersónia é semelhante à da população controlo. A frequência do alelo G é de 86% H 
vs. 84% PC, e do alelo A é de 14 H vs. 16% PC. Na população com hipersónia não foi 
identificado nenhum individuo com o genótipo AA. 
 
2.1.2. HTR1B e Hipersónia 
 
As frequências do polimorfismo 861 G>C do gene HTR1B na população com Hipersónia 
e na população controlo estão descritas na tabela 21. 
 
Alelo 
PC (n=270) Hipersónia (n=56) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 150 55,6% 29 51.8% 1 - 0,851 
GC 100 37% 22 39.3% 0,773 0,269 - 2,227 0,634 
CC 20 7.4% 5 8.9% 0,880 0,298 - 2,600 0,817 
G 251 73,99% 85 75.9% 1,337 0,559 - 1,382 
0,577 
C 121 26,01% 32 28.6% 1,337 0,723 - 1,789 
Tabela21: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>Cdo gene HTR1B na população 
controlo (PC) e na população com Hipersónia (H). 
 
A comparação da frequência dos genótipos possíveis para este polimorfismo, entre a 
população com Hipersónia e a população controlo (PC), não revela diferenças 
significativas entre ambas. 
Resultados 
59 
 2.1.3. HTR2A e Hipersónia 
 
As frequências do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população com Hipersónia 
e na população controlo estão descritas na tabela 22. 
 
Alelo 
PC (n=270) Hipersónia (n=56) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
TT 71 26% 13 22% 1 - 0,115 
TC 121 44% 34 59% 1,535 0,760 - 3,100 0,232 
CC 82 30% 11 19% 0,733 0,309 - 1,737 0,480 
T 261 48% 60 52% 1,161 0,778 - 1,734 
0,4651 
C 281 52% 56 48% 0,861 0,577 - 1,286 
Tabela 22: Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população 
controlo (PC) e na população com Hipersónia (H). 
 
Verificou-se que o genótipo heterozigótico (TC) é mais frequente na população com 
Hipersónia quando comparada com a população controlo (59% H vs. 44% PC). De forma 
inversa, a frequência do genótipo CC é inferior na Hipersónia (19% H vs. 30% PC). Estas 
diferenças não atingem valores estatisticamente significativos. A frequência do genótipo 
TT é semelhante em ambas as populações (22% H vs. 26% PC). 
 
 2.1.4. HLA-DQB1* e Hipersónia 
 
As frequências dos alelos HLA-DQB1* na população com Hipersónia e na população 







n freq n freq P value OR 95% CI 
DQB1*02 71 34% 34 57% 0,002 2,486 1,384-4,467 
DQB1*03 116 56% 32 53% 0,683 0,887 0,498-1,579 
DQB1*04 14 7% 6 10% 0,408 1,524 0,559 -4,154 
DQB1*05 71 34% 19 32% 0,687 0,881 0,476-1,630 
DQB1*06 86 42% 20 33% 0,241 0,698 0,381-1,276 





Os resultados obtidos permitiram-nos observar que a frequência doaleloHLA-DQB1*02é 
de 57% na população com Hipersónia e de 34% na População Controlo, e que esta 
diferença é estatisticamente significativa (p=0,002). Relativamente às frequências dos 
outros alelos, estes não apresentam valores significativos quando comparados com a 
população controlo. 
De forma a avaliar o impacto do alelo HLA-DQB1*02 na Hipersónia, foi efetuado um 
estudo de regressão logística, cujo resultado está explícito na Tabela 24. 
 
Alelo OR 95%  CI p 
DQB1*02 2,309 1,297 - 4,111 0,004 
Tabela 24: Alelo HLA-DQB1* associado com a Hipersónia utilizando a regressão logística 
 
Esta análise permitiu-nos verificar a independência deste alelo relativamente aos outros 
alelos. 
 
 2.1.5. HLA-DRB1* e Hipersónia 
 
As frequências dos alelos HLA-DRB1* na população com Hipersónia e na população 







n freq. n freq. p value OR 95% CI 
DRB1*01 48 22% 16 25% 0,786 1,091 0,581-2,047 
DRB1*03 33 15% 21 33% 0,001 2,642 1,431-4,876 
DRB1*04 52 23% 13 20% 0,480 0,787 0,404-1,533 
DRB1*07 58 26% 19 30% 0,495 1,231 0,676-2,242 
DRB1*08 19 9% 5 8% 0,856 0,911 0,334-2,487 
DRB1*09 13 6% 3 5% 0,926 0,941 0,262-3,378 
DRB1*10 7 3% 2 3% 0,768 0,795 0,172-3,676 
DRB1*11 44 20% 14 22% 0,668 1,156 0,596-2,240 
DRB1*12 8 4% 2 3% 0,978 0,978 0,206-4,642 
DRB1*13 68 30% 15 23% 0,310 0,722 0,383-1,358 
DRB1*14 14 6% 2 3% 0,357 0,503 0,113-2,234 
DRB1*15 47 21% 11 17% 0,625 0,838 0,411-1,708 
DRB1*16 9 4% 2 3% 0,598 0,667 0,147-3,034 




Na análise da frequência fenotípicas dos alelos HLA-DRB1* foi possível verificar que a 
frequência do alelo HLA-DRB1*03 é de 33% na população com Hipersónia vs. 15% na 
população controlo. Esta diferença é estatisticamente significativa (p=0,001).  
 
Para avaliar o impacto deste alelo na suscetibilidade para a Hipersónia utilizou-se a 
mesma metodologia seguida na análise dos alelos HLA-DRB1*, O resultado da regressão 
logística efetuada está explícito na Tabela 26. 
 
 
Alelo OR CI p 
DRB1*03 2,642 1,431-4,876 0,002 
Tabela 26: Alelo HLA-DRB1* associado com a Hipersónia utilizando a regressão logística 
 
 
Verificou-se desta forma a independência do alelo DRB1*03 relativamente aos outros 
alelos. 
 
Relativamente às frequências dos outros alelos, estes não apresentam diferenças 







Dos 15 doentes com Narcolepsia, a identificação dos polimorfismos dos genes TNFα, 
HTR1B, HTR2A e dos alelos do locus HLA-DQB1* e DRB1* foi efetuada em 14 doentes. 
 












SD001 GG GG TT 02 0301 0701 11 
SD012 GG GC TC 02 0301 03 04 
SD026 GG GG TC - - - - 
SD028 GA GG TC 03 0602 11 15 
SD030 GA GG TC 02 05 01 0701 
SD040 GG GG TC 03 X 04 11 
SD060 GG GC TC 03 0602 11 15 
SD085 GG GG TC 03 0604 12 1302 ou 1424 
SD087 GG GC TC 0301 0602 11 15 
SD091 GA GG TC 02 0603 0701 13 
SD098 GG GG TT 0501 0602 01 15 
SD110 GG GC TC 0402 0602 08 15 
SD111 GG GG TT 03 0603 0901 13 
SD119 GG GC CC 02 0602 03 15 
SD124 - - - 0301 0503 08 13 
Tabela 27: Resultados da genotipagem dos doentes com Narcolepsia (n=15) 
 
 
Como população controlo foram estudados, 206 indivíduos para a polimorfismo -308 do 
gene TNFα, 270 indivíduos para os polimorfismos 861 do gene HTR1B e -102 do gene 




2.2.1. TNFα e Narcolepsia 
 
As frequências do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα na população com Narcolepsia 




PC (n=206) Narcolepsia (n=14) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 147 71% 11 79% 
0,680 0,183 - 2,523 0,562 GA 53 26% 3 21% 
AA 6 3% 0 0% 
G 374 84% 25 89% 1,561 0,458 - 5,322 
0,473 
A 65 16% 3 11% 0,641 0,188 - 2,184 
Tabela 28: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα na população 
controlo (PC) e na população com Narcolepsia (N) 
 
As frequências genotipica e alélicas do polimorfismo -308 G>A na população com  
Narcolepsia não apresentam diferenças quando comparadas com as da população 
controlo. A frequência do alelo G é de 89% H vs. 84% PC, e do alelo A é de 11% N vs. 




2.2.2. HTR1B e Narcolepsia 
 
As frequências do polimorfismo 861 G>C do gene HTR1B na população com Narcolepsia 
e na população controlo estão descritas na tabela 29. 
 
Alelo 
PC (n=270) Narcolepsia (n=14) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 150 55,6% 9 64.3% 
0,694 0,227-2,127 0,521 GC 100 37% 5 35.7% 
CC 20 7.4% 0 0% 
G 251 73,99% 23 82.1% 1,617 0,603 - 4,336 
0,335 
C 121 26,01% 5 17.9% 0,618 0,231 - 1,657 
Tabela29: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>C do gene HTR1B na população 
controlo (PC) e na população com Narcolepsia (N) 
 
Na população com Narcolepsia não foi identificado nenhum individuo com o genótipo CC. 
Relativamente aos outros dois genótipos possíveis (GG e GC), verificou-se que a 
frequência do genótipo o GG é superior no grupo de doentes com Narcolepsia quando 
comparado com a população controlo (64,3% N vs. 55,64% PC). A frequência do 




 2.2.3. HTR2A e Narcolepsia 
 
As frequências do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população com Narcolepsia 
e na população controlo estão descritas na tabela 30. 
 
Alelo 
PC (n=270) Narcolepsia (n=14) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
TT 71 26% 3 21% 1 - 0,150 
TC 121 44% 10 71% 1,956 0,521- 7,344 0,320 
CC 82 30% 1 7% 0,289 0,029 - 2,837 0,287 
T 261 48% 16 57% 1,445 0,671 - 3,111 
0,348 
C 281 52% 12 43% 0,692 0,321 - 1,490 
Tabela 30: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população 
controlo (PC) e na população com Narcolepsia (N) 
 
Verificou-se que o genótipo CC está presente em apenas um individuo com Narcolepsia e 
que a frequência deste genótipo nesta população é inferior à encontrada na população 
controlo (7%N vs. 30%PC). O genótipo TC apresenta uma frequência superior na 
população com Narcolepsia (71% N vs. 44% PC). A frequência do genótipo TT é 
semelhante à da população controlo (21%N vs. 26% PC).  
 
 2.2.4. HLA-DQB1* e Narcolepsia 
 
As frequências dos alelos HLA-DQB1* na população com Narcolepsia e na População 







n freq n freq P value OR 95% CI 
DQB1*02 71 34% 5 38% 0,924 1,056 0,341-3,271 
DQB1*03 116 56% 10 69% 0,297 1,940 0,589-6,387 
DQB1*04 14 7% 1 8% 0,960 1,055 0,129-8,659 
DQB1*05 71 34% 3 15% 0,318 0,519 0,140-1,919 
DQB1*06 86 42% 9 69% 0,100 2,512 0,813-7,758 
Tabela 31: Frequência dos alelos HLA-DQB1* na população com Narcolepsia (N) e na População 
Controlo (PC). 
 
A comparação das frequências fenotípicas dos alelos HLA-DQB1*entre a população de 
doentes com Narcolepsia e com a população controlo, não permitiu identificar fatores de 
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suscetibilidade e/ou proteção para esta patologia (tabela 31). No entanto após análise 
das frequências dos subtipos do alelo HLA-DQB1*06 foi possível observar, para o alelo 








n freq n freq P value OR 95% CI 
DQB1*06:01 4 2% 0 0% 0,599 0 - 
DQB1*06:02 33 16% 6 46% 0,011 3,932 1,280-12,076 
DQB1*06:03 47 23% 2 15% 0,458 0,564 0,122-2,609 
DQB1*06:04 10 5% 1 8% 0,704 1,508 0,179-12,699 
DQB1*06:05 0 0% 0 0% - - - 
Tabela 32: Frequência dos alelos do subtipo HLA-DQB1*06 na população com Narcolepsia (N) e na 
População Controlo. 
 
Relativamente às frequências dos outros alelos, não foram observadas diferenças 
quando comparados com a população controlo. 
  
2.2.5. HLA-DRB1* e Narcolepsia 
 
As frequências dos alelos HLA-DRB1* na população com Narcolepsia e na população 







n freq. n freq. p value OR 95% CI 
DRB1*01 48 22% 3 21% 0,865 0,893 0,242-3,295 
DRB1*03 33 15% 2 14% 0,894 0,902 0,195-4,168 
DRB1*04 52 23% 2 14% 0,384 0,514 0,1124-2,356 
DRB1*07 58 26% 3 21% 0,730 0,795 0,216-2,932 
DRB1*08 19 9% 2 14% 0,456 1,792 0,379-8,478 
DRB1*09 13 6% 0 0% 0,393 0,000 - 
DRB1*10 7 3% 0 0% 0,451 0,000 - 
DRB1*11 44 20% 5 36% 0,141 2,293 0,739-7,114 
DRB1*12 8 4% 1 7% 0,424 2,333 0,275-19,825 
DRB1*13 68 30% 3 21% 0,503 0,643 0,175-2,363 
DRB1*14 14 6% 0 0% 0,344 0,000 - 
DRB1*15 47 21% 7 50% 0,007 4,036 1,360-11,976 
DRB1*16 9 4% 0 0% 0,411 0,000 - 




Na análise das frequências fenotípicas dos alelos HLA-DRB1* foi possível observar quea 
frequência do alelo DRB1*15 era superior Narcolepsia quando comparado com a 
população controlo,50% N vs. 21% PC, p= 0,007, 
 
Para avaliar o impacto deste alelo na suscetibilidade para a Narcolepsia, utilizou-se a 
mesma metodologia seguida na análise dos alelos HLA-DQB1*. O resultado da regressão 
logística está explícito na Tabela 34. 
 
Alelo OR CI p 
DRB1*15 4,036 1,360 - 11,976 0,012 
Tabela 34: Alelo HLA-DRB1* associado com a Narcolepsia utilizando a regressão logística 
 
Verificou-se desta forma a independência no alelo DRB1*15 relativamente aos outros 
alelos. 
 
Relativamente às frequências dos outros alelos, estes não apresentam diferenças  





2.3. Narcolepsia com Cataplexia 
 
Dos 41 doentes com NC, a identificação dos polimorfismos dos genes TNFα, HTR1B foi 
efetuada em 36 doentes; a identificação do polimorfismo do geneHTR2A foi efetuada em 
37 doentes, a identificação dos alelos do locus HLA-DQB1* foi efetuada em 41 doentes e 
a identificação dos alelos do locus HLA-DRB1 em 38 doentes. Os resultados da 










SD002 GG GG CC 0301 0602 D08 11 
SD003 GA GG TC 02 0602 07 X 
SD004 GA GG TC 03 0602 15 05 
SD005 GG GG CC 03 0602 04 15 
SD006 GA GG TT 02 0602 15 03 
SD007 GG GG TC 05 0603 01 08 
SD008 AA GC TT 02 04 15 12 
SD009 GG GG CC 03 0602 15 04 
SD010 GG GG TT 05 0602 1 15 
SD011 - - - - - 15 12 
SD014 GG GC TC 02 05 01 03 
SD016 GA CC TC 05 0602 15 10 
SD018 GA CC TC 02 X 03 07 
SD019 GG GG CC 0602 06041 15 05 
SD020 GG GG TT 05 0602 15 04 
SD024 GG GG CC 0301 - - - 
SD027 GG GG TC 04 0602 8 13 
SD029 GG GG TT 03 0602 1413 15 
SD031 GG GG TC 02 0602 0701 15 
SD035 GG GG TT 03 0602 13 15 
SD038 GG GG CC 04 0602 08 15 
SD047 GG GC TC 03 0603 11 15 
SD051 GG GC CC 05 0602 15 16 
SD055 - - - 04 0602 08 15 
SD064 GG GG TT 03 06 0701 15 
SD070 GG GG CC 06 X 13 ou 1424 15 
SD075 GG GG TT 03 0602 07 1501 
SD083 GA GC TC 02 0603 03 13 
SD086 GG GG TT X 0602 14 15 
SD093 GA GG TT 0501 0602 15 X 
SD095 GG  TC 0602 X 15 X 
SD106 GG GC CC 02 0602 03 15 
SD107 GG GC CC 03 0602 - - 
SD112 GG GG TC 0602 X 04 15 
SD115 GG GG TC 0503 0602 14 15 
SD118 GA CC CC 03 0603 04 0701 
SD120 GG GC TC 03 0602 11 15 
SD121 GG GG TC 0501 0602 01 15 
SD122 GG GG CC 06 0603 
1302,1424 ou 1302,X 
ou 1424,X 
SD125 - - - 0502 0602 15 16 
SD127 - - - 03 0602 0701 15 
Tabela 35: Resultados da genotipagem dos doentes com Narcolepsia com Cataplexia (n=41) 
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Como população controlo foram estudados, 206 indivíduos para a polimorfismo -308 do 
gene TNFα, 270 indivíduos para os polimorfismos 861 do gene HTR1B e -102 do gene 




2.3.1. TNFα e Narcolepsia com Cataplexia 
 
As frequências do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα na população com Narcolepsia 
com Cataplexia e na população controlo estão descritas na tabela 36. 
 
Alelo 
PC (n=206) Narcolepsia com Cataplexia (n=36) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 147 71% 28 75,7% 1 - 0,850 
GA 53 26% 8 21,6% 0,791 0,340 - 1,837 0,585 
AA 6 3% 1 2,7% 0,791 0,829 - 6,679 0,094 
G 374 84% 64 86% 1,199 0,585 - 2,456 
0,6198 
A 65 16% 10 14% 0,834 0,407 - 1,709 
Tabela 36: Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo -308 G>A do gene TNFα na população 
controlo (PC) e na população com Narcolepsia com Cataplexia (NC). 
 
 
Após a comparação das frequências alélica e genotipica para este polimorfismo, entre a 
população de doentes com NC e a População Controlo, observou-se que a frequência do 




2.3.2. HTR1B e Narcolepsia com Cataplexia 
 
As frequências do polimorfismo 861 G>T do geneHTR1B na população com NC e na 





PC (n=270) Narcolepsia com Cataplexia (n=36) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
GG 150 55,6% 25 69.4% 1 - 0,225 
GC 100 37% 8 22.2% 1,111 0,307 - 4,017 0,872 
CC 20 7.4% 3 8.3% 0,533 0,130 - 2,187 0,383 
G 251 74,0% 58 80.6% 1,457 0,788 - 2,693 
0,228 
C 121 26,0% 14 19.4% 0,687 0,371 - 1,269 
Tabela37: Frequências genotipicas e alélicas do polimorfismo 861 G>T do geneHTR1B na população 
controlo(PC) e na população com Narcolepsia com Cataplexia (NC). 
 
 
Verificou-se que o genótipo GG é mais frequente na população NC quando comparado 
com a população controlo (69,4% NC vs. 55.64% PC). Relativamente à frequência do 
genótipo CG observou-se o inverso, 22,2% NC vs. 37% PC. Estas diferenças não 
atingem valores significativos. A frequência do genótipo CC é semelhante na população 
NC e na População Controlo (8,3% NC vs. 7,4% PC). 
 
 
 2.3.3. HTR2A e Narcolepsia com Cataplexia 
 
As frequências do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população com NC e na 
população Controlo estão descritas na tabela 38. 
 
Alelo 
PC (n=270) Narcolepsia com Cataplexia (n=37) 
n Freq. n Freq. OR 95%CI p 
TT 71 26% 10 28% 1 - 0,914 
TC 121 44% 15 42% 0,880 0,375 - 2,064 0,769 
CC 82 30% 12 33% 1,039 0,424 - 2,549 0,933 
T 261 48% 35 47% 1,018 0,598 - 1,581 
0,911 
C 281 52% 39 52% 1,028 0,632 - 1,672 
Tabela 38: Frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo -102 T>C do gene HTR2A na população 
controlo (PC) e na população com Narcolepsia com Cataplexia (NC). 
 
Após a análise da frequência dos genótipos possíveis para este polimorfismo, entre a 




 2.3.4. HLA-DQB1* e Narcolepsia com Cataplexia 
 
As frequências dos alelos HLA-DQB1* na população com NC e na população controlo 
estão descritas na tabela 39. 
 
 
População Controlo (n=206) Narcolepsia com Cataplexia (n= 41) 
 
n freq n freq P value OR 95% CI 
DQB1*02 71 34% 8 21% 0,061 0,461 0,202-1,051 
DQB1*03 116 56% 15 34% 0,021 0,448 0,224-0,895 
DQB1*04 14 7% 4 11% 0,506 1,483 0,462-4,756 
DQB1*05 71 34% 10 24% 0,210 0,613 0,284-1,323 
DQB1*06 86 42% 36 89% 7,17 E-8 10,047 3,787-26,650 
Tabela 39: Frequência dos alelos HLA-DQB1* na população com Narcolepsia com Cataplexia (NC) na 
População Controlo (PC) 
 
Os resultados obtidos permitiram-nos observar que a frequência do alelo HLA-DQB1*03 é 
de 34% na população com NC e de 56% na população controlo (p=0,02082) e que a 
frequência do alelo HLA-DQB1*06 é de 89%NC vs. 42% PC (p=7,17 E-8).  
De forma a avaliar o impacto dos alelos HLA-DQB1* identificados na proteção e/ou 
suscetibilidade para a NC, foi efetuado um estudo de regressão logística, cujo resultado 
está explícito na tabela 40. 
 
 
Alelo OR 95% CI p 
DQB1*06 11,860 4,059 - 34,661 6,18E-6 
Tabela 40: Alelo HLA-DQB1* associado com a NC utilizando a regressão logística. 
 
Verificou-se desta forma a independência do alelo DQB1*06 (p= 6,18E-6) relativamente 
aos outros alelos. 
 
Foi também realizada uma análise dos subtipos do alelo HLA-DQB1*06. Neste caso, os 
resultados obtidos permitiram-nos identificar uma associação da NC com o alelo 





População Controlo (n=206) Narcolepsia com Cataplexia (n= 41) 
 
n freq n freq P value OR 95% CI 
DQB1*06:01 4 2% 0 0% 0,368 0 - 
DQB1*06:02 33 16% 29 71% 1,60 E-13
 
12,669 5,872-27,333 
DQB1*06:03 47 23% 5 13% 0,059 0,366 0,124-1,079 
DQB1*06:04 10 5% 1 3% 0,494 0,490 0,061-3,936 
DQB1*06:05 0 0% 0 0% - - - 
Tabela 41: Frequência dos alelos do subtipo HLA-DQB1*06 na população com Narcolepsia com 
Cataplexia (NC) e na população controlo (PC). 
 
Relativamente às frequências dos outros alelos, estes não apresentam diferenças 
significativas quando comparados com a população controlo. 
 
 
 2.3.5. HLA-DRB1* e Narcolepsia com Cataplexia 
 
As frequências dos alelos HLA-DRB1* na população com NC e na população controlo 
estão descritas na tabela 42. 
 
 
População Controlo (n=223) Narcolepsia com Cataplexia (n=38) 
 
n freq. n freq. p value OR 95% CI 
DRB1*01 48 22% 4 11% 0,082 0,397 0,136-1,161 
DRB1*03 33 15% 5 14% 0,740 0,845 0,312-2,288 
DRB1*04 52 23% 5 14% 0,138 0,482 0,181-1,286 
DRB1*07 58 26% 7 19% 0,381 0,681 0,287-1,617 
DRB1*08 19 9% 5 14% 0,320 1,680 0,599-4,710 
DRB1*09 13 6% 0 0% 0,166 0,000 - 
DRB1*10 7 3% 1 3% 0,719 0,684 0,086-5,459 
DRB1*11 44 20% 3 8% 0,091 0,364 0,108-1,230 
DRB1*12 8 4% 2 5% 0,488 1,733 0,360-8,349 
DRB1*13 68 30% 5 14% 0,038 0,368 0,139-0,978 
DRB1*14 14 6% 4 11% 0,270 1,889 0,600-5,954 
DRB1*15 47 21% 28 76% 4,23E-13 12,556 5,608-28,111 
DRB1*16 9 4% 2 5% 0,830 1,182 0,256-5,460 
Tabela 42: Frequência dos alelos HLA-DRB1* na população com Narcolepsia com Cataplexia (NC) e na 
População Controlo (PC) 
 
A comparação das frequências fenotípicas dos alelos HLA-DRB1* entre a população com 
NC e a população controlo permitiu-nos observar diferenças significativas para os alelos 
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DRB1*13 (14% NC vs. 30% PC, p = 0,03797) e DRB1*15 (76%NC vs. 21% PC, p= 
4,23E-13). 
 
Recorreu-se ao estudo de regressão logística para avaliar o impacto dos alelos do locus 
HLA-DRB1* na proteção e/ou suscetibilidade para a NC (Tabela 43). 
 
 
Alelo OR CI p 
DRB1*15 15,921 6,580-38,526 8,32E-10 
DRB1*08 4,365 1,249-15,252 0,021 




A análise efetuada revelou que não se confirma a contribuição independente do alelo 
DRB1*13 na NC. E ainda que o alelo DRB1*08 (p=0,021) está associado à NC mas 
apenas na presença do alelo DRB1*15 (p=8,32E-10). 
 
Relativamente às frequências dos outros alelos, estes não apresentam diferenças 












2.4. Polimorfismo -308 G>A no gene TNFα e Patologias do Sono 
 




Figura 19: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo -308 G>A no gene 
TNFα na população controlo e na População do Sono. 
 
Não existem diferenças nas frequências deste polimorfismo para as diferentes patologias.  
Ao comparar as frequências alélicas G vs. A foi possível verificar que o alelo G é o mais 
representado (figura 20). 
 
 
Figura 20: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo -308 G>A no gene TNFα 


















































2.5. Polimorfismo 861 G>C no gene HTR1B e Patologias do Sono 
 
As frequências deste polimorfismo entre as diferentes patologias em estudo estão 
assinaladas na figura 21. 
 
Figura 21: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo 861 G>C no gene 
HTR1B na população controlo e na População do Sono. 
 
A análise do gráfico permite-nos verificar que o genótipo CC não está presente na 
população com Narcolepsia. Nas restantes populações de doentes (H e NC) este alelo 
tem uma frequência semelhante à da população controlo. Observou-se também que o 
genótipo GC estava menos representado na população de doentes com NC do que nas 
restantes populações (22,2%NC; 35,7%H; 39,3%H; 37,3%PC). Foi ainda possível 
observar que o genótipo GG estava mais representado na população com Narcolepsia 
quando comparado com as População Controlo e na população com Hipersónia 
(69,4%NC; 64,3%N; 51,8%H e55,6%PC) 
Ao comparar as frequências alélicas G vs. C foi possível verificar que o alelo G é o mais 
representado (figura 22). 
 
Figura 22: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo 861 G>C no gene HTR1B 















































2.6. Polimorfismo -102T>C no gene HTR2A e Patologias do Sono 
 
As frequências deste polimorfismo entre as diferentes patologias em estudo estão 
assinaladas na figura 23. 
 
Figura 23: Gráfico da distribuição das frequências genotipicas do polimorfismo -102 T>C no gene 
HTR2A na população controlo e na População do Sono. 
 
Ao considerar individualmente as patologias do sono em estudo verificou-se que o 
genótipo TT tem uma frequência semelhante em todas as populações. Observou-se que 
o genótipo CC estava menos representado na população de doentes com Narcolepsia 
quando comparado com as outras populações (7% N; 19% H;32% PC e 30%PC). 
Relativamente ao genótipo TC este é o mais representado em todas as populações 
estudadas (59% H; 71% N; 42% NC; 45% PC). 
Ao comparar as frequências dos alelos T e C nas populações em estudo foi possível 
observar que estas apresentam valores semelhantes para cada um dos alelos em todas 
as populações em estudo (Figura 24). 
 
 
Figura 24: Gráfico da distribuição das frequências alélicas do polimorfismo -102 T>C no gene HTR2A 




















































2.7. HLA-DQB1* e Patologias do Sono 
 
A análise das frequências dos alelosHLA-DQB1* nas patologias do sono em estudo 
permitiu-nos identificar diferenças nas diferentes patologias em estudo. 
Relativamente ao alelo HLA-DQB1*02foi possível verificar que este apresenta uma 
frequência de 57% na população com Hipersónia e de 34% na população controlo 
(p=0,002). Nas populações N e NC não se observaram diferenças estatisticamente 





Relativamente ao alelo HLA-DQB1*03 foi possível verificar que a sua frequência é menor 
na NC quando comparada com todas as outras populações. A comparação com a 
população controlo (56% PC vs. 37% NC) permitiu observar que essa diferença é 






















Hipersónia (n=60) Narcolepsia (n=14) Narcolepsia com
Cataplexia (n= 41)
















Hipersónia (n=60) Narcolepsia (n=14) Narcolepsia com
Cataplexia (n= 41)





No que concerne o alelo HLA-DQB1*06, é possível verificar que só se observam 
diferenças estaticamente significativas quando se compara a população de Narcolepsia 






O estudo dos subtipos do alelo HLA-DQB1*06 permitiu-nos verificar que o alelo 
DQB1*06:02 é responsável pela associação com a Narcolepsia (N e NC): 71% NC vs. 
16% PC (p=1,60E-13) na Narcolepsia com Cataplexia, e 46% N vs. 16% PC (p= 0,011) 





































Hipersónia (n=60) Narcolepsia (n=14) Narcolepsia com
Cataplexia (n= 41)
Figura 27: Gráfico da distribuição das frequências do alelo HLA-DQB1*06 






2.8. HLA-DRB1* e Patologias do Sono 
 
A análise das frequências dos alelos HLA-DRB1* nas diferentes patologias do sono em 
estudo permitiu-nos observar que:  
A frequência do alelo HLA-DRB1*03 é superior na população com Hipersónia quando 
comparada com todas as outras populações. A comparação com a população controlo 
permitiu observar que a diferença encontrada (33%H vs.15%PC) é estatisticamente 










A frequência do alelo HLA-DRB1*13 é inferior na população de Narcolepsia com 
Cataplexia quando comparada com as outras populações. A comparação com a 
população controlo (13% NC vs. 30% PC) permitiu observar que essa diferença é 






















Hipersónia (n=64) Narcolepsia (n=14) Narcolepsia com
Cataplexia (n=38)















Hipersónia (n=64) Narcolepsia (n=14) Narcolepsia com
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A frequência do alelo HLA-DRB1*15 apresenta diferenças significativas na N e NC 
quando comparadas com a população controlo. Na Narcolepsia: 50% N vs. 21% PC, 
p=0,007. Na Narcolepsia com Cataplexia: 76% NC vs. 21% PC, p=4,23E-13 (figura 31). 
 
 






























































































Este trabalho de investigação procurou identificar fatores de risco em indivíduos com 
Patologias do Sono e a sua influência no quotidiano do doente. Não estando ainda 
esclarecida a forma como os fatores de risco estão implicados nestas patologias, tentou-
se avaliar como é que estes se adaptam ao meio envolvente e às situações de risco que 
se lhes apresentam. Assim sendo, as alterações comportamentais, acidentes (viação ou 
trabalho), ou outras dai decorrentes podem ter implicações Médico – legais, embora 
estas não sejam suficientemente valorizadas devido à escassa informação e investigação 
na área. 
A análise dos processos clínicos permitiu identificar algumas comorbilidades associadas 
às Patologias do Sono, como o excesso de peso/obesidade, roncopatia, apneia e 
depressão. Estas estão de acordo com o que a bibliografia consultada sugere [106], [107] 
e com o que estávamos a espera para estes doentes. Foi, também, possível constatar 
que todos os doentes apresentavam queixas de EDS, como era de esperar, já que este é 
um dos elementos determinantes da sua ida à consulta do sono. Esta sonolência 
excessiva manifesta-se com vários graus de severidade, interferindo (também em 
diferentes graus) na sua vida profissional, familiar e social. Os doentes adotaram 
comportamentos minimizantes da EDS de forma a conseguirem realizar as suas tarefas 
diárias (no trabalho, na escola, em casa ou em viagem), tais como a realização de 
pequenas sestas, consumo de bebidas energéticas e/ou com cafeína. 
Foi, ainda, observado que, quando em viagem, o doente se fazia sempre acompanhar de 
outro indivíduo, efetuava paragens em estações de serviço para descansar e que alguns 
destes doentes deixaram até de conduzir. No entanto, nem todos os doentes referem a 
adoção destes comportamentos, e mesmo aqueles que os adotaram não estão isentos 
dos perigos inerentes a um ataque de sono.  
Relativamente ao número de indivíduos que reportaram a ocorrência de algum tipo de 
acidente, 12 em 124, este é inferior ao esperado para o número de doentes em estudo. 
De acordo com a literatura, a frequência de doentes com Narcolepsia que sofreram 
algum tipo de acidente com um veículo a motor varia entre os 20 - 50% para N e 48 - 
75% para a NC [32], [108]. O facto de existirem poucos acidentes reportados por estes 
doentes, pode ser devido a não terem sido declarados. É de salientar que existe um 
estigma relativamente a qualquer doença que possa impedir o individuo de conduzir, e as 
ocorrências são portanto ocultadas ou minimizadas junto dos profissionais de saúde e 
agentes da autoridade, numa tentativa de manter a carta de condução e não prejudicar a 
vida social e profissional. 
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A maioria dos doentes que reportaram terem sofrido algum tipo de acidente, também 
assinalam que o comportamento que levou ao acidente é repetido, i.e. sonolência ao 
volante implica acidente. Daí a existência de doentes com múltiplos casos de acidentes. 
Relativamente à Cataplexia, indivíduos que sofrem de narcolepsia têm um risco acrescido 
de terem acidentes em casa, no trabalho e na estrada. Além disso, as relações sociais, 
profissionais, bem como a sua educação formal podem ser afetadas por esta patologia 
com grave prejuízo para a qualidade de vida do doente [13], [109]. Isto pode e deve ser 
minimizado com um bom acompanhamento clínico do doente em questão. 
Segundo a legislação em vigor ―a carta de condução não deve ser emitida ou renovada a 
qualquer candidato ou condutor que apresente ou possa apresentar crises de epilepsia 
ou outras perturbações violentas do estado de consciência‖ [86]. Assim e embora a 
maioria dos casos de acidentes de viação não seja decorrente dos ataques de cataplexia 
mas de uma sonolência excessiva, é recomendável que para a emissão e/ou renovam da 
carta de condução, os doentes tomem as devidas precauções de forma a não colocar em 
risco os passageiros e outros utilizadores da via pública. 
Um bom acompanhamento clinico, consciencialização para as limitações da doença e 
uma responsabilização pelas suas ações (casos de acidentes) serão fundamentais para 
que estes doentes possam ter uma boa qualidade de vida. 
 
 
Da análise dos resultados laboratoriais não foi possível inferir se os polimorfismos 
analisados (o TNFa -308 G/A, o HTR1B 861 G/C e o 5HTR2A -102 T/C) apresentam 
associações significativas com estas patologias. Esta não-associação poderá dever-se a 
uma fraca influência destes polimorfismos na sua patofisiologia, ou à falta de poder 
estatístico da análise efetuada. 
Embora não tenha sido possível inferir qualquer relação entre o polimorfismo do gene 
TNFα (-308G/A) e as patologias do sono em estudo, foi interessante observar a presença 
de apenas um individuo com o genótipo AA e que este tem um diagnóstico de 
Narcolepsia com Cataplexia. 
Relativamente ao polimorfismo do gene 5HTR1B (861 G/C) também não foi possível 
encontrar uma relação entre este fator e as patologias do sono em causa. Após pesquisa 
bibliográfica verificou-se que Fehr et al. [62], não observou qualquer associação entre 
este polimorfismo do gene 5HTR1B e a Narcolepsia. No entanto o seu estudo (que 
engloba outras patologias influenciadas pelo sistema serotonérgico), não especifica se os 
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indivíduos com Narcolepsia têm ou não Cataplexia, não podendo estes resultados ser 
utilizados como termo de comparação. 
 
Analogamente, também não foi possível determinar se polimorfismo do gene 5HTR2A (-
102 T/C) é um fator que vai influenciar a patofisologia das patologias do sono estudadas 
(H, N e NC). Isto é similar ao referido em estudos em SAOS (outra doença do sono), que 
também não conseguem identificar uma associação com o polimorfismo em causa [59], 
[110]. 
 
Está bem documentada a associação entre Narcolepsia (N e NC) com determinados 
alelos do Sistema HLA, em particular dos loci HLA-DQB1* e HLA-DRB1*. Neste estudo, 
realizado numa população de indivíduos com Patologia de sono, foi observada uma 
associação significativa entre o alelo HLA-DQB1*02 e a população com Hipersónia (57% 
H vs. 34% PC, p=0,002).Este alelo pode ser considerado, na nossa população como um 
fator de risco para esta entidade, contribuindo para o diagnóstico diferencial entre 
Hipersónia e Narcolepsia.  
Confirmou-se também que o alelo HLA-DQB1*06 é um fator de suscetibilidade para NC e 
que esta associação se deve ao subtipo HLA-DQB1*06:02 (um fator de suscetibilidade 
para várias doenças autoimunes). A frequência deste alelo no nosso grupo de doentes 
NC é de 71% e está de acordo com o estudo de Mignot et al. (76,1% em três grupos 
étnicos) [111]. Esta frequência é mais baixa do que o esperado (entre 85 e 95%) quando 
comparada com a de estudos que consideram apenas doentes com Cataplexia severa 
[111].  
Na Narcolepsia sem Cataplexia também observamos uma associação com o alelo HLA-
DQB1*06:02 mas apenas com uma frequência de 46%. Este valor é concordante com o 
descrito por Jeong et al. (50.0% em Coreanos)[112] e Mignot et al. (40.6% num estudo 
em três grupos étnicos) [111]. No entanto esta frequência é inferior aos 78.6% descritos 
em doentes checos[30]. Estas discrepâncias podem ser explicadas, entre outros fatores, 
pela heterogeneidade genética das populações em estudo. 
 
Tem sido descrito queindivíduos homozigóticos para o alelo HLA-DQB1*06:02 têm um 
risco acrescido de desenvolver narcolepsia relativamente aos heterozigóticos [29]. Neste 
estudo somente 2 doentes NC eram homozigóticos para o alelo DQB1*06:02, o que é 
insuficiente para tirar conclusões. O alelo HLA-DQB1*03:01 foi também proposto como 
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sendo um segundo alelo de suscetibilidade para a Narcolepsia com Cataplexia [29], [50]. 
Neste estudo não foi possível confirmar esta associação. 
 
A genotipagem do HLA-DRB1* permitiu a identificação de alelos de suscetibilidade na 
nossa população. O alelo HLA-DRB1*15 apresentou frequências de 76% na NC e de 
43% na N, superiores à da população controlo (21%). Esta diferença, estatisticamente 
significativa, confirma que este alelo é um fator de suscetibilidade para o 
desenvolvimento de Narcolepsia, com e sem Cataplexia. Estes dados estão de acordo 
com os descritos na literatura [29], [113], [114]. 
Recorrendo à regressão logística foi observado, em doentes NC uma associação 
estatisticamente significativa, do alelo HLA-DRB1*08 na presença do alelo HLA-
DRB1*15, o que indica que este poderá ser um fator de suscetibilidade. Isto está de 
acordo com o reportado por Mignot et al. que observou que o alelo HLA-DRB1*08 
também poderá ser fator de suscetibilidade quando em heterozigotia [29]. De referir que 
na Esclerose Múltipla, outra doença auto-imune, também foi observada associação com o 
alelo HLA-DRB1*08, mas que apenas é significativa na presença do alelo HLA-DRB1*15 
[115]. 
Relativamente ao alelo HLA-DRB1*13, foi observada uma associação entre este alelo e a 
população NC (14%NC vs. 30% PC, p=0,037) indicando que este alelo poderá ser um 
fator de proteção. No entanto após a realização do estudo de regressão logística, não foi 
possível considerar que existe independência deste alelo face aos outros. A confirmação 
desta associação poderá ser realizada aumentando o número de indivíduos em estudo.  
O alelo HLA-DRB1*03 apresenta-se como um fator de susceptibilidade para a população 
com Hipersónia [104], [105] com uma frequência de 33% H vs. 15% PC, o que está de 
acordo com o reportado por Bessa 2001, que observou frequência de 33% H vs. 20,4% 
PC. 
 
As inconsistências reportadas na literatura (HLA e patologias do sono) podem dever-se 
entre outros fatores a ambiguidades na caracterização fenotípica dos doentes. Como 
expresso por alguns autores [30] o estadio clinico da narcolepsia pode ser diferente em 
diferentes grupos etários o que pode complicar/dificultar o diagnóstico, podendo mesmo 
atrasá-lo por vários anos. 
É também preciso ter em consideração que 16% da nossa população controlo (assim 
como das outras) é portadora do chamado alelo de suscetibilidade (HLA-DQB1*06:02) 
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para a Narcolepsia (N e NC) mas não desenvolve a doença. Tal como qualquer doença 
complexa, a Narcolepsia (N e NC) necessita da conjugação de vários fatores, não 
necessariamente os mesmos, para se manifestar. Assim, este alelo poderá ser um fator 
necessário mas não suficiente para o desenvolvimento da doença. 
Atualmente, a genotipagem do HLA, em conjunto com os estudos polissonográficos, é 
utilizada como ferramenta pelos médicos, para suporte do diagnóstico diferencial. Isto é 
especialmente útil nos casos em que o doente não apresenta sintomas concretos de 
diferenciação entre Hipersónia e Narcolepsia., Pode ainda funcionar como ―mecanismo 
de alerta‖, tanto para o médico como para o doente, permitindo que possíveis sintomas 
que de outro modo passariam despercebidos sejam reconhecidos e valorizados. 
O diagnóstico nunca é ou deve ser realizado tendo por base apenas a genotipagem. 
Existem doentes que apresentam o quadro completo de sintomas de Narcolepsia com 
Cataplexia e não possuem o genótipo de suscetibilidade, e o inverso também é 
verdadeiro. Assim, a genotipagem deve apenas, ser mais uma ferramenta de auxílio ao 
diagnóstico. 
 
É relevante referir, que devido ao número restrito de indivíduos, não foi possível associar 
os genótipos dos biomarcadores em estudo ao grau de sonolência, e consequentemente 
à ocorrência de acidentes. Um estudo mais alargado poderá permitir encontrar uma 
associação entre estes parâmetros.  
No âmbito Médico-Legal, os estudos que envolvem as patologias do sono, poderão 
contribuir para minimizar o perigo que constituem os acidentes de viação relacionados 
com o sono, tanto para a segurança do condutor, que sofre de EDS, como para a os 
outros utilizadores das vias públicas. Da mesma forma, qualquer avanço no 
conhecimento sobre estas patologias tem uma implicação no tratamento dos doentes 












































Deste estudo pode concluir-se:  
 
- A sonolência excessiva diurna (EDS) é a principal causa de queixa dos doentes da 
consulta do sono e esta influencia negativamente a vida dos doentes. 
 
- Não existe uma associação direta entre os marcadores genéticos estudados e a 
sonolência excessiva diurna. 
 
- Os SNPs analisados dos genes TNFa (-308 G/A), HTR1B (861 G/C) e 5HTR2A (-102 
T/C), não apresentaram diferenças genotípicas estatisticamente significativas, entre a 
população doente e a população controlo, o que poderá representar a pouca relevância 
destes polimorfismos na patofisiologia das patologias do sono em estudo. 
 
- Os alelos HLA-DQB1*02 e HLA-DRB1*03 parecem ser factores de risco para a 
Hipersónia na nossa população de doentes.  
 
- Os alelos HLA-DQB1*06:02 e HLA-DRB1*15 são fatores de suscetibilidade para a 
Narcolepsia (N e NC) na nossa população de doentes. Estes resultados vão de encontro 
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Predictive power of HLA-DQB1* to identify 
Narcoleptic patients 
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 The determination of HLA class II genotype is widely used to confirm the diagnosis of Narcolepsy without (N) or with Cataplexy (NC).  The required use of HLA genotyping 
in clinical diagnosis  was the result  of several convergent reasons: the method is reliable, easy to perform and reassures the clinician; the assay is less invasive than other 
methodologies, namely identification of hypocretin levels in CerebralSpinal Fluid samples 1. Another contributing factor is the wide acceptance hypothesis that the main cause for 
Narcolepsy with Cataplexy (NC) is the loss of hypothalamic hypocretin-producing neurons 2,3. This specific cell depletion is present in more than 98% of NC patients carrying 
HLA-DQB1*06:02 allele. This Hypocretin-HLA association supports the hypothesis that narcolepsy has an autoimmune origin 3.  
An association between HLA-DQB1* and Narcolepsy (N and NC) has been described in various populations. HLA-DQB1*06:02 frequencies ranges between 40,9% 4 and 78.9% 
5 in N populations, and in NC populations vary between 76% 4 and 93.7% 5 . 
 AIM OF THE STUDY: To evaluate the contribution of genetic markers (HLA) for the differential diagnosis between Narcolepsy with and without Cataplexy and their relevance in the context of our 
population (Northern Portugal).  
REFERENCES 
  Patients 
 A cohort of 53 patients with Narcolepsy with Cataplexy (NC) (n = 41) or without (N) (n = 14) was studied. Patients followed up in the Outpatient Sleep Clinic of Hospital Santo António/CH Porto 
were assessed by clinical, night sleep polygraphic recording, MSLT on the following day. Blood sampling for HLA-DQB1* analysis was performed after informed consent.  
 The Control Population (CP) comprised 206 reportedly healthy individuals from the same geographic origin.  
 Data from laboratory parameters was confronted with the clinical diagnostic hypothesis. Patient’s clinical reevaluation was always considered by two sleep disorder physicians if phenotype-
genotype did not match.  




 The HLA-DQB1*06:02 allele was confirmed as the most important susceptibility allele to NC in our population. This supports the theory that NC, like other disorders (e.g.: MS, SLE, 
sarcoidosis or sclerosing cholangitis), has an autoimmune origin. The frequency of this allele in our NC patients (71%) is within the range of other studies, as is in N patients (42.9%). 
 Results founded to HLA-DQB1*03 allele indicate that this could be a protective factor in Narcolepsy with Cataplexy. 
 HLA genetic characterization has the potential to improve the ability to carry out differential diagnosis among N and NC phenotypes.  
 These findings, also, point out to the relevance of the allele DQB1*0602 in this sleep entity and on the autoimmune involvement in the picture of Narcolepsy-Cataplexy. 
 Finally, some of the differences found in the frequencies of HLA-DQB1*06:02 in the reported studies (HLA and sleep disorders) could also be due to phenotypic ambiguity.  
Graph 1: HLA-DQB1*03 phenotype frequencies in CP, N and NC Graph 2: HLA-DQB1*06:02 phenotype frequencies in CP, N and NC 
 The frequency of the HLA-DQB1*03 allele was lower in patients with NC (37% vs. 
56% CP, p = 0,02082). No differences were observed in Narcoleptic patients. 
 Genotyping 
 HLA-DQB1* genotyping was performed using a Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers (PCR–SSP) methodology. 
 
  Statistical analysis 
 HLA-DQB1 frequencies were determined by direct counting. HLA frequency differencies in patients and controls were evalueted using the Pearson chi-square test or the Fisher’s exact test as 
appropriate. All analyses were done with SPSS v.21 software (SPSS, Chicago, IL). 
 A significantly higher frequency the HLA-DQB1*06:02 allele was observed in Narcoleptic (with 
and without Cataplexy) patients: 
 42.9% N vs. 16% CP, p = 0,010946 





#    • 
#  p = 1,60E-13, OR = 12.6692 
•  p = 0.010946, OR = 3.9318 *  p = 0.02082, OR = 0.4476 
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 Diagnosis of Sleep Disorders (SD) is frequently a difficult task. The major cause of complaint of these patients is their difficulty in maintaining desired wakefulness, or a 
complaint of an excessive amount of sleep. However environmental and genetic factors influence the clinical SD phenotype masking its correct identification. The definition of 
such factors will help the physicians to easily classify SD.  
 The determination of HLA (Human Leukocyte Antigen) class II genotype is widely used to confirm the diagnosis of SD 1.  The HLA genotyping is reliable, easy to perform 
and reassures the clinician. It is also less invasive than other methodologies and is in accordance with the autoimmune hypothesis for the origin of Narcolepsy 1. This approach 
also gives the clinician a possibility to discriminate between groups of potential outcomes, contributing to improvement in patient classification and consequently in the 
management of therapeutic strategies. 
AIM OF THE STUDY:  To evaluate the contribution of HLA to the susceptibility for Sleep Disorders. 
REFERENCES 1 - Martins da Silva (2013). How genetic characterization of Narcolepsy and hypersomnia is useful 
on phenotype definition. Rev Neurol 57(1):38. 
  Patients 
 Four hundred and seventeen SD patients were assessed at the Out Patient Sleep Clinic of Hospital Santo António/CH 
Porto – by means of clinical history, physical and neurological evaluation, night sleep polygraphic EEG-Video recording (EEG, 
EOG, EMG – chin and L Limbs; Respiratory effort; O2 saturation; EKG; snoring). For Narcolepsy without (N)  or with Cataplexy 
(NC) and for Hypersomnia (H) qualification/quantification a MSLT was performed on the day after night recording. Blood venous 
sample was taken after informed consent. Ethical approval was obtained for research studies.  
 A control population (223 individuals) was used matched for age, gender, ethnicity and geographical origin. 
Patients and Methods 
 Our studies emphasize that HLA-DRB1* genetic characterization of SD patients may help to identify 
different clinical profiles.  
 These results provide evidence for the existence of susceptibility alleles, HLA-DRB1*15 for N and 
NC and HLA-DRB1*03 for Hypersomnia.  
 The frequencies of HLA-DRB1*09 in OSAS and of HLA-DRB1*13 in NC indicate that these alleles 
may act as protective factors.  
 These findings highlight the value of an immunogenetic approach for a better understanding of the 


























302 Obstructive Sleep Apnea 
Syndrome (OSAS) 
64 Hypersomnia (H) 
51 Narcolepsy 
37 Narcolepsy with 
Cataplexy (NC) 
14 Narcolepsy without 
Cataplexy (N) 
 Genotyping 
 HLA-DRB1* genotyping was carried out using a Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers (PCR–SSP) methodology. 
 
  Statistical analysis 

















HLA-DRB1*03  HLA-DRB1*09  HLA-DRB1*13  HLA-DRB1*15  
Control Population 
(n=223) 
n 33 13 68 47 
% 15% 6% 30% 21% 
Hypersomnia  
(n=64) 
n 21 3 15 11 
% 33% 5% 23% 17% 
p 0,00115 0,7256 0,2725 0,4947 
Narcolepsy 
(n=14) 
n 2 0 3 7 
% 14% 0% 21% 44% 
p 0,6695 0,9449 0,6437 0,03618 
Narcolepsy with Cataplexy 
(n=37) 
n 5 0 5 28 
% 14% 0% 14% 76% 
p 0,8377 0,1319 0,03329 1,13E-11 
OSAS 
(n=302) 
n 59 3 79 50 
% 20% 1% 26% 17% 
p 0,1568 0,001439 0,2743 0,1872 
Table1: Alleles of HLA-DRB1* that are significantly associated with sleep disorders 
Graph 1: HLA-DRB1*03, DRB1*09, DRB1*13 and DRB1*15 phenotype frequencies in sleep patients (H, N, 
NC and OSAS) and CP 
 A significaltly higher frequency of HLA-DRB1*03 allele was observed in Hypersomnia patients 
(33% H vs. 15% CP, p= 0,00115). No differences were observed for the other sleep disorders.  
 We also found a significant association between HLA-DRB1*15 and Narcolepsy, with and without 
Cataplexy. 44% N vs. 21% CP, p=0,03618 and 76% NC vs. 21% CP, p= 1,13E-11. 
 The frequency of HLA-DRB1*13 was lower in patients with NC (14% NC vs. 30% CP, p=0,03329). 
In the same way a lower frequency of  HLA-DRB1*09 was observed in OSAS patients (1% OSAS 
vs. 6% CP, p=0,001439) 
 No statistic significant differences in frequencies of  other HLA-DRB1* alleles was found between 
patients and controls (data not shown in table). 
◊ 
+ 
+ 
# 
# 
♪ 
♪ 
§ 
§ 
◊ 
